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1 緒論
 植物ウイルスは、 傷や虫媒等によって宿主
植物に侵入すると、 そこで宿主の代謝系を利
用して増殖する。 宿主はウイルスの感染・増
殖に伴い生理代謝に変動が生じ、 生育異常や、
極端な場合は壊死することもある。 ウイルス
の感染・増殖の機構は、 ウイルス病の病理を
研究する上で重要であり、 Tobacco mosaic
virus（TMV）等を中心に研究が進んできた。
TMVは一本鎖RNAゲノム型のウイルスで、 宿主
細胞に侵入すると、 まず外被タンパク質（CP）
がゲノムから解離するいわゆる脱外被が行わ
れる。 TMVなどのゲノムはmRNAとして働き、 細
胞中のリボゾームを取り込み、 初期タンパク
質を合成する。 初期タンパク質は、 宿主由来
のタンパク質も加わりウイルス核酸複製酵素
を形成し、 ウイルスゲノムが複製される。 続
いて新生したCPとウイルスゲノムが集合して
子ウイルス粒子が形成される。 ウイルス粒子
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の生成と平行して、 そのゲノムにコードされ
ている細胞間移行タンパク質の発現によって、
隣接した細胞へ移行し、 次々に細胞が感染し
て行く。 このようなウイルス増殖機構はプラ
ス鐘の一本鎖RNAゲノムを持つウイルスに共通
している。
 一方、 ウイルスの感染・増殖に伴い、 宿主
細胞は』さまざまな生理変動をきたし、 多くの
場合病徴が発現する。 この生理変動はウイル
スと宿主の組み合わせによって、 全身感染や
局部感染といった感染のタイ』プの決定にも関
係する。 全身感染の場合、 ウイルスは宿主細
胞に侵入後増殖と周辺細胞への移行を繰り返
しながら移管束に入り、 植物個体全域に広範
囲に拡大していくと考えられている。 これに
伴って多くの場合はモザイク、 黄化、 萎縮な
どの病徴が発現する。 一方、 局部感染の場合、
ウイルスは侵入した細胞およびその隣接細胞
で増殖するが、 それ以上の多くの細胞へは広
がらない。 また、 これらの感染細胞が急激に
         一2一
致死的な生理異常を引き起こすことによって
壊死斑を形成し、 それに伴ってウイルスのさ
らなる移行増殖が阻止される場合もある。 こ
のような宿主組織の急激な死は、 過敏感反応
と呼ばれている。 例えばTMVはN遺伝子を保有
するタバコにおいて過敏感反応を誘導し壊死
斑が形成されるが、 それに伴って感染特異的
タンパク質（pathogenesis related protein，
PR protein）が生成されるなど（Van Loon＆
Van Kammen，1970）、 生理変動について多くの
研究が進められている。 また、 N’遺伝子を保
有するタバコへのTMV感染による壊死斑の形成
は、 ウイルスのCPと宿主のN’遺伝子の相互作
用によることが知られている（Saito，θ孟∂ノ．，
1987）。 このような宿主の反応は主として組織
の段階で起きている場合が多く、 宿主組織の
反応に伴うウイルス増殖機構を解析すること
は重要である。
 Cucumber mosaic virus（CMV）1ま peanut
stunt virus（PSV）や tomato aspermy virus 1
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（TAV）と共にククモウイルスグループに属し、
極めて宿主範囲が広く、 TMVと並び農学上重要
な病原ウイルスである。 CMVは三粒子分節RNA
ゲノム型のウイルスであり、 感染増殖に必須
の遺伝情報が分節して存在している。 この点
で一分節ゲノム型のTMVと全く異なっている。
したがってCMVの場合分節ゲノムであることが、
感染増殖の過程でどんな意義を持つのか興味
がもたれる。
 CMVには植物に対する反応性の違いなどから
多くの分離株が同定されている。 その中で普
通系統（C漸V－0）、 黄斑系統（CMV－Y）並びにマメ
科系統（CMV－L）等ほとんどの系統は、 タバコに
対して全身感染する。 一方、 ササゲ（品種、
黒種三尺）に対してCMV－Lは全身感染するが、
CMV－0，Yはササゲの過敏感反応による壊死斑形
成によって局部感染する。 このようにCMVはそ
の系統と宿主の組み合わせによって、 全身感
染と過敏感反応による局部感染など異なった
感染型が認められる。 過敏感反応の発現機構
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については未だ明らかにされていない。 また、
宿主内でCMVのような文節ゲノムの各セグメン
トがどのように組織中で増殖しているかにつ
いても明らかではない。
 本研究ではCMV感染タバコおよびササゲにお
ける全身感染におけるウイルスゲノム各セグ
メントの増殖を組織レベルで解析し、 ササゲ
の過敏感反応におけるそれらの相違を明’轤ｩ
にすることを目的とした。 これらの研究を始
めるに当たり、 供試ウイルスCMV－0についてこ
れまで明らかにされていなかったゲノム
RNA 2の塩基配列を決定し、 供試ウイルスゲノ
ムの全塩基配列を知るとともに相互比較を行
った。
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■ 既往の研究
 植物ウイルスの発見は、 1892年に
Iwanowskiがタバコのモザイク病の病原が細菌
濾過器を通過する濾過性病原体であることを
つきとめたことに基ずいている。 やがて、
1935年にStanleyが初めてタバコモザイクウイ
ルスをタンパク質の結晶体として単離しその
実態が明らかにさ．れた。 これ以来多くのウイ
ルスが分離同定され、 ウイルス病の研究が飛
躍的発展を遂げることとなった。
 ウイルス病の研究は主として病原ウイルス
側からの研究と感染宿主側からの研究に分け
られる。 ウイルス側の研究はウイルスの構造
および構成する核酸やタンパク質の機能の解
明を主体とし、 宿主側としてはウイルスの細
胞内感染・増殖とそれに伴う細胞の生理変動
を明らかにすることであった。
 C u c u m b e r   m o s a i c  v i r u s （ C M V ） は  D o o l i t t l e
（1916）とJagger（1916）によってキュウリのモ
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ザイク病の病原としてはじめて報告されて以
来、  世 界 各 地 で 多 く の 分 離 系 統 が 同 定 さ れ て
き た。  CMVは Peanut stunt virus （PSV）や
Tomato aspermy virus（TAV）と共にククモウ
イルスグループに属し、 極めて宿主範囲が広
く、 これまでわかっているだけでも85科775種
に感染する（Kaper＆Waterworth，1981；
Pal、ukaitis，eオ∂1．，1992）。 それぞれの系統
は、 血清学的手法、 核酸のハイブリダイゼー
ション、 ならびに外被タンパク質（CP）のペプ
タイドマッピングから、 さらに2つのサブグ
ループ（LII）に分類されている（Palukaitis，
et θ1・， 1992）。
 C翻Vの構i造は三粒子分節RN．Aゲノム型の球状
粒子であり、 通常ウイルス粒子からは4分子の
RNAが抽出される。 これらは分子量の大きい方
か ら RNA 1， 2， 3， 4と 名 付 け ら れ、  ・そ の う ち
RNA L2，3が感染に必須である（Peden＆
Symons，1973）。 また、 それぞれのRNAに対応
1してla，2a，3aと呼ばれるタンパク質と外被夕
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ンパク質（CP）が翻訳されるこ・とが、 1ηvltro
translationより示されている（Schwinghamer
＆Symons，1977）。 近年、 遺伝子工学の発達
により多くのウイルス核酸の塩基配列が決定
され、 CMVについてもサブグループ 1に属す
CMV－Y，CMV－Fnyと、 サブグループ IIに属する
CMV－Qについて全ゲノムの塩基配列がすでに決
定され、 構造の解析が進むとともに機能が推
測されている（Rezaian，θオ1ﾝ1．，1984，1985；
Davies ＆ Symons， 1988； Nitta， θオ ∂1。，
1988a； Kataoka， eオ ∂1．， 1990a，b； Rizzo，
＆  Palukaitis， 1988，1989； Owen， eオ ∂1．，
1990）。
 CMVのRNA 1は約3．3Kbp、 RNA 2は約3．OKbpか
らなり、 それぞれにはlaと2aタンパク質をコ
ードするオープンリーディングフレーム（ORF）
が確認されている。 1aと2aは共にウイルスの
複製に関与するRNA依存RNAポリメラーゼ因子
の一つと考えられており、 1aはヘリカーゼ活
性ドメインを、 2aはポリメラーゼドメインを
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含んでいることが解ってきた（Gorbalenya＆
K o o n i n ，  19 8 9 ；  H a b i l i  ＆  S y m o n s ，  1 9 8 9 ）。   プ
ロトプラストにおいては、 RNAIと2のみの接
種でそれらの複製が可能、であることが報告さ
れている（Nitta，eオ∂1．，1988b）。 また、 複製
に関与する宿主由来の成分として50kDaのタン
パク質が単離されている（Hayes＆Buck，1990）。’
RNA 3は2．2Kbpから成り、 2つのORFが存在する。
5’側 の ORFは 3aタ ン パ ク 質 を、  3’側 の ORFは CP
をコードしており、 3aタンパク質はTMV，
bromo mosaic virus（BMV）およびalfalfa
mosaic virus（AIMV）などの30Kや3aタンパク質
との比較から細胞間移行に関与していると考
えられている・ RNA 4は1・1Kbpから．成る岬A 3
の3’側に相同なサブゲノムRNAで、 CPはこれよ
り翻訳される（Schwinghamer＆Symons，1977）。
 CMVの各ゲノムやその翻訳産物の機能は、 以
上のほかにも病徴、 宿主範囲、 感染のタイプ、
虫媒伝播性などのさまざまな性質にも関与す
ることが遺伝学的な研究から明らかにされて
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いる。 例えば、 各ゲノムを相互に組み換えた
シュウドリコンビナン’トウイルスの感染性を
調べることにより、 トウモ，ロコシへの感染に
はRNA 2が支配するという報告がある（Rao＆
FranckL 1982）。 CMVのマメ科植物への全身
感染には、 RNA 2が関与していると報告されて
いる（Hanada＆Tochiwara，1980；Edwards，
eオ∂1．，1983）。 アブラムシ伝播性にはRNA 3
が関与している（Mossop and Francki，1977）。
また、 全ゲノムの遺伝情報を相互に比較する
ことにより塩基レベルないしはアミノ酸レベ
ルでの違いが限定され、 系統間にみられるさ
まざまな性質を導くウイルスゲノムの因子が
推測されている（Shintaku，1991）。 さ．らには、
各系統のゲノムの1塩基ないし一部の領域を
交換したリコンビナントウイルス転写物を用
いた実験から、 CMVよるタバコへの激しいモザ
イクの発現には、 CPの129番目のアミノ酸が支
配している例も報告されている（Shintaku，et
∂1．，1992）。 このようにウイルスゲノムの情
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報が次々に明らかになると共に機能の解明も
進んでいる。
 一回目 ウイルスが植物に侵入後ウイルスゲ
ノムやその翻訳産物がどのような過程を経て
発現しているのかを明らかにすることは、 ウ
イルス増殖機構を解明する上で重要である。
さらには、 それに伴う宿主反応との関係の機
構を知る手がかりとなる。 そのために組織な
らびにプロトプラストへ1ﾌ感染系が用いられ
てきた。
 プラス鎖RNAゲノム型ウイルスの複製過程に
ついては、 一般には、 ウイルスが細胞に侵入
し島外被すると、 ウイルスがコードする複製
に関与する初期タンパク質と宿主由来のタン
パク質によって、 プラス鎖を鋳型としてマイ
ナス鎖が合成される。 それが二本鎖の状態に
ある複：製型（RF）、 次いで複製中間体（RI）を経
てプラス鎖が合成される。 そしてCPとゲノム
RNAが集合して粒子が構成されると考えられて
いる。 最もよく研究されているTMVの場合、 そ
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の感染葉中からゲノムとサブゲノムのと思わ
れる4つのdsRNAが検出されている（Zelcer，θ孟
∂1．， 1981； Palukaitis， θオ ∂1．21983；
Sulzinski， e孟∂1．，1985）。 また、 TMVではゲ
ノ拳がmRNAとして働き、 タンパク質が80sリ
ボゾーム上で合成される（Sakai＆Takebe，
1970）．。
 ウイルス成分の合成の経時変化については、
当初プロトプラストの系を用いて調べられて
きた。 アクチノマイシンD処理と紫外線照射
によって宿主のRNA合成を阻害したTMV感染タ
バ コ、プ ロ ト プ ラ ス ト に お い て、  RF，RIお よ び 複
製酵素関：連の140kタンパク質の合成量が感染
初期の段階で活発になり、 ゲノムRNAおよび
CPのmRNAは感染初期に発現するがそれらに比
べ緩やかに合成され、 CPやウイルス粒子は4－
6時間遅れて緩やかに増加することが示されて
いる（Sakai＆Takebe，1974；Ogawa＆Sakai，
1984）。 また、 TMVのプラス鎖およびマイナス
鎖のcDNAをプローブとしたハイブリダイゼー
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ション法によってより詳細に検討することが
可能になり、 マイナス鎖に比べプラス鎖の合
成量が多いことが示された（Wa．狽≠獅≠b?
Okada， 1986）o
 葉組織におけるウイルス増殖過程は細胞間
移行や組織間移行の要素が加わることで組織
で個々の細胞が感染する時間が同一でないた
めに感染における同調性を欠く。 Dawson e孟
∂1。（1975）は、 低温下でTMVを接種し同調的に
感染させることを試みその後適温に戻すと、
接種葉組織においても、 プロトプラストにお
ける同調的な感染による一段増殖がみられ‘る
ことを報告した。 さらに、 この同調的な系で
ウイ．ルスRNAの合成を調べたところ、 プロトプ
ラスト系と同じように、 6－8時間後にssRNAな
いしdsRNAの合成が始まることが．示された
（Dawson ＆ Schlege1， 1976）。
 組織にみられる細胞間のウイルス移行に関
する研究は当初、 表皮剥離法によってその移
行速度を測定することが多く、 タバコにおけ
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るTMVは、 表皮から葉肉へ27℃で4時間（Fry＆
Matthews，1963）、 〃．91σオ1ηos∂においては20
℃で10時間といった報告がある。 やがて、 30
℃以下ではトマト接種葉において移行増殖で
きるが、 30℃以上にすると細胞間移行しない
TMV－しのミュータントウイルスのTMV－Ls1「ｪ分
離され（Nisiguchi，θオ∂1。，1978）、 塩基配列
を解析した結果からTMV－しの30Kタンパク質の
1アミノ酸が置換したミュータントである事
が示された（Ohno， e孟∂1．，1983）。 さらに、
TMVの30Kタンパク質を発現する形質転換タバ
コにおいて、 TMv－Ls1は30℃以上で全身に感染
可能になったことから、 30Kタンパク質が移行
タンパク質であること、が決定づけられた
（Doem，θオ∂1。，1987）。 30Kならびにそのサブ
ゲノムmRNA合成の経時変動については、 タバ
コプロトプラストにおいて、 ウイルスRNAや
CPmRNAは逐次合成されるのに対し初期に一時
的にしか合成されないことが知られていた
くWatanabe， e孟 ∂1．， 1984）。  そ の 後、  接 種 葉
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組織でも30Kタンパ，ク質は他のウイルス関連タ
ンパクの合成に比べ感染後早い段階で合成が
最大になり、 30Kタンパク質の合成には異なる
調節機構が働いている考えられた。 さらに、
接種葉ではその後も合成が長く続く・という報
告もある（Joshi， eオ∂1．，1983；Lehto，θt
∂1の， 1990）o
 ウイルスと宿主の組み合わせによっては宿
主細胞が過敏感反応してウイルスの移行を抑
制する：場合があり、 過敏感反応系には全身感
染系とは異なる増殖機構が働いていると考え
られる。 TMVに対する過敏感反応は、 〃．
g1θオノη03∂由来の単一優性遺伝子で，あるN遺伝
子（Holmes，1938）や、 〃．5ylve3オrls由来の
N’遺伝子（Valleau＆Johnson，1943）によって
引き起こされ、 接種葉に壊死斑が形成される。
 壊死斑形成とウイルス増殖過程については、
N遺伝子を含むプロトプラストにおいては壊死
は起こらずウイルスが増殖することから、 過
敏感反応は組織のレベルで起きると考えられ
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ている（Otsuki， eオ ∂1．， 1972）。 また、． N遺伝
子を含むタバコ葉にTMYを接種した場合、 30℃
以下では壊死斑が形成されるが、 その後30℃
以上にすると壊死斑部のウイルスが移行増殖
し、 再び22℃に戻すと拡大した壊死斑が形成
されることが報告されている（本吉，1988）。
壊死斑形成は、 ウイルスが増殖しつつある感
染細胞群およびその周辺細胞との相互作用に
よって生じると考えられる。 しかしウイルス
ゲノムおよびそれから発現するタンパク質合
成が、 壊死斑の誘導にどのように関わってい
るのかについては不明である。
 壊死斑形成に伴う宿主の代謝変動について
は、  pathogenesis－related protein（PRタ ンパ
ク質）を初めとする種々の物質の生成がTMV感
染系を中心に報告されている。 最近では、 PR
タンパク質の誘導物質としてサリチル酸が注
目されており、 また、 これがウイルスの増殖
を抑えるという報告もある（Malamy， et a1。，
1991； Yalpani， eオ ∂1．， 1991； Ohashi，1986）o
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 一 方、  C照Vの 細 胞 内 増 殖 過 程 に つ い て は、  こ
れまでの研究と、 他の植物ウイルスや動物ウ
イルスでの研究に共通したデニタを基に推測
されている段階で、 細部に於いてはまだまだ
不明な点が多い（Palukaitis，θ孟∂1．，1992）。
現在知られている例としては、 アクチノマイ
シンD処理と紫外線照射したCMV接種タバコプ
ロトプラストにおいてRI，RFが検出されている。、
また、 ウイルスゲノムは接種後6時間目より
合成され18時間後にピークを迎えそれ以降減
少すること、 そしてRNA 3の合成が、 他のゲノ
ムセグメントの合成に比べ高いことを報告し
ている（Takanami，θオ81．，1977）。 CMV RNAの
cDNAをプローブとしたハイブリダイゼーショ
ンによって、 よりintactなササゲプロトプラ
スト系でのウイルスRNAを検出した例では、 ウ
イルスRNAは接種後50時間まで増加し、 CPはウ
イルスゲノムとほとんど同じように合成され
る（Gonda＆Symons，1979）。
 組織におけるウイルス増殖については、 あ
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まり研究は進んでいないが、 病徴の部位とウ
イルスの蓄積に関していくつか報告されてい
る。 CMV感染により生じたタバコのモザイク葉
において、 緑色部に比べ黄色部にウイルスが
多く存在し、 細胞の中でクリスタル配列をし
ているのが観察されている（Ehara＆Misawa，
1974）。 また、 dsRNAを検出した結果、 緑色部
には、 dsRNA 3とdsRNA 4が比較的多く存在し、
病徴の部位によってウイルス成分の蓄積：量が
異なることが報告されている（Ohki，θ孟∂1．，
1990）。 しかしウイルスが蓄積されるまでの増
殖の経緯：については不明である。
 一方、 CMV感染による宿主の生理・生化学的
変動については研究が進んでおり、 接種葉タ
バコにおける黄色斑の発現に伴い、 poly（A）一
mRNA合成とポリゾーム量、 次いで宿主タンパ
ク質量とリボゾーム量の低下が認められてい
る（Takahashi＆Ehara，1988）。 さらに、 タン
パク「 ｿの2次元電気泳動の解析から23kDaと24
kDaのポリペプチドの低下が認められ、 それら
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は光化学系II酸素発生系複合体を形成するポ
リペプチドであることが示され、 それらの低
下が酸素発生活性の低下を引き起こしている
と推測されている（Takahashi，θオ∂1．，1991
； Takahashi ＆ Ehara， 1992）o
 CMVに対するササゲの過敏感反応による壊
死斑形成については、 壊死斑形成前に接種葉
から接種表皮組織細胞を剥離すると、 表皮細
胞は壊死しないことから、 壊死斑形成は組織
のレベルで感染細胞群の相互作－ pによって引
き起こされると考えられている（Ehara＆
Misawa， 1968）。 壊死斑形成とウイルス増殖
に関する研究では、 ウイルスの移行と壊死斑
形成に及ぼす温度の影響について、 接種後20
℃と30℃の温度下の組み合わせで比較検討し
たところ、 20℃にすると脱外被ならびに二次
から三次感染細胞への移行が遅れると報告し
ている。 さらに、 200Cでは、 3次感染細胞群
の壊死化が遅れ、 ウイルスが移行し病斑が拡
大すると報告している（Ehara＆Misawa，
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1975）。 しかし、 ウイルスの検出が極めて困難
なため感染した細胞にウイルスが存在すると
いう仮定に基づいて論じられている。
 以上のように、 CMV感染における宿主反応に
ついては生理生化学的、 並びに組織細胞学的
研究は行われてきたものの、 ウイルス増殖機
構についてはゲノムのレベルではほとんど解
明されていない。 またCMVによるササゲやアカ
ザの過敏感反応においては、 TMV一タバコの感
染系に比べウイルスの増殖がほとんど認めら
れないため研究があまり進んでおらずその反
応機構は今後の研究を待たねばならない。
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皿 材料および方法
1． 供試ウイルスと供試植物
 ウイルスは、 キュウリモザイクウイルスの
普通系（CMV－0）・ 黄斑系（CMV－Y）・ およびマ．メ
科系（C殖V－L）を供試した。
 植物は、 タバコ（〃100オ1∂η∂オ∂ρ∂0σ〃 CV．
ky－57）、 ササゲ（F／gη∂σρgloσ1∂オ∂cv．
Kurodane－sanjaku）、 ならびにアカザ
（01～eηoρoゴ1u〃∂〃∂raηオ1color）を供試した。 タ
バコならびにアカザは、 温室内で栽培され実
験に供試される1週間前にグロースキャビネ
ット（昼間26℃、 照度12，0001ux、 14時間、
夜間21℃）に移し栽培した。 ササゲは、 播種
後グロースフレーム内（24時間照射、 23℃）
で栽培し8から10日後にグロースキャビネット
（昼間27℃、 照度12，0001ux、 12時間、 夜間
25℃）に移し、 完全に展開した初生葉を供試
した。
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2． ウイルスの精製
 上記のCMV各系統をタバコに接種、 増殖させ、
基本的にはLot法（Lot， et al．，1972）に従い粗
精製し、 さらにショ糖密度勾配遠心法により
精製した。 また、 CMVはイオンを介し凝集し易
いことから、 精製用緩衝液にキレート剤とし
てEDTAを加えた（Takanami ＆ To’maru， 1969）。
なお、 精製の操作は4℃以下で行なった。 すな
わち、 C愁V感染葉50gを2日以上20℃で凍結し、
100mlの0．5Mクエン酸ナトリウム緩衝液 pH
6．5（0．1％，2－Mercaptoethano1，10mM EDTAを含
む）、 100m1のクロロホルムで摩砕し遠心分離
（3，000g，10min．）した。 得られた上清にPoly
ethylene glyco1（6，000）を10％（W／V）になるよ
う に加え、 40分間撹はん後、 遠心分離
（17，000g，10min．）した。 得られた沈澱を5mM
ホウ酸緩衝液pH 9．0（5m盟EDTAを含む）で十分
に懸濁 し、  ト リ ト ンーX－100を2％（W／V）になるよ
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うに加え30分間撹はんし、 遠心分離（17，000g，
’10min．）した。 上清を回収し、 超遠心分離
［227，8009（Hitachi RP50 rotor，50krpm）， 90
min．］した。 沈澱を粗精製ウイル，スとし、 10
mM EDTAを含むリン酸カリウム緩衝液pH 8。0で
十分に懸濁した。
 次にショ糖密度勾配遠心を行うため、 あら
かじめHitachi sRP28SA rotor用チューブに、
同緩衝液に溶解した10，20，30および40％ショ糖
液を8m1ずつ重層し一晩放置することで連続勾
配を作成した。 これに1チューブ当たり粗精ウ
イルス液2m1を重層し遠心後［101，700g
（28，000 rpm）， 100min．］、 ISCO分画器を用い
て紫外光254nmを吸収するウイルス画分を回収
した。 このウイルス液を再び超遠心分離
（227，800g，90min．）し、 得られた沈澱を精製
ウイルスとした。 これをリン酸緩衝液pH 8．0
に懸濁し、 紫外部260nmでの吸光度を測定し、
CMVの吸光係数（EO．1％／260nm）・5より濃度を調
整し以降の実験に用いた。
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 上記の方法により、 タバコ葉1kg当たり
200－300mgのウイルスが得られた。
3． ウイルスRNAの抽出
ウイルスRNAの抽出は精製ウイルスからSDS一
フ ェ ノ 一 ル 法 に よ っ て 行 っ た。  な お、  RNaseに
よる分解を避けるために試薬ならびに器具は、
オートクレーブ滅菌ないしは乾熱滅菌した。
TN緩衝液（10mM Tris－HCI pH 8．0， 150mMNaCl）
に懸濁したウイルス液（・2mg／ml）に等量のTE飽
和フェノール（TE；10mM Tris－HCI，1mM EDTA
pH8．0）および0．1倍量の10％SDSを加え激しく
振とう後、 室温で10分間、 次いで秘中に5分間
静置した。 4℃，12Krpmで5分間遠心分離後水層
を採取し、 再びTE飽和フェノールを加え振と
う後遠心分離した。 このフェノール抽出を再
度繰り返し、 得られた水層に2倍量のエチルエ
ーテルを加え振とう後遠心分離し上清のエー
テルを除いた（この操作を以下エーテル抽出
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と呼ぶ）。 この操作を2回繰り返し、 水層の
0．1倍量の3M酢酸ナトリウムpH 5。2と2．5倍量
の工タ ノ ールを加え、 一70℃で15分間あるいは
一20℃で一晩冷却後12Krp田で’10分間遠心し沈澱
を得た（この操作を以下エタノール沈澱と呼
ぶ）。 この沈澱を70％エタノールで洗い真空乾
燥後、 適量の滅菌水に懸濁した。 濃度の測定
は260nmの紫外部吸光度、 IA26。・33μg／mlと
して調整した。
4．CMV－ORNA2のクローニング
 CMV－ORNA2のクローニングと塩基配列決定
に関する一連の方法は、 Gething， eオθノ．
（1980）； Gubler ＆ Hoffman （1983）；Hanahan
（1983）； Sanger， θ孟 ∂ノ． （1977）；  DeBorde，
θオ∂1．（1986）に準じたkarasawa，e孟∂1．
（1991）に従った。 なお、 ヌクレアーゼによる
分解を避けるために試薬、 ならびに器具は、
オートクレーブ滅菌ないしは乾熱滅菌した。
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（i）cDNAの合成法
 cDNAを合成するに当たり、 ウイルスRNAを’セ
ファロース（CL－2B）を用いてゲルろ過し、 Get
hing，et∂1．C1980）の方法に従ってPoly（A）を
付加した・ これを鋳型として R齢に・ オリゴ
d（T）プライマーを加え、 逆転写酵素によって
相補的なシン「 OルストランドcDNAを合成した。
すなわち、 50μ1の水に溶解したウイルスRNA
10μgを65℃で5分間加熱警急冷し、 等量の2x
P o 1．y （ A ）  p o l y m e r a s e  b u f f e r  p H  7 ． 9  （ l x ；  5 0
mM Tris－HCI pH 8．2， 10mM MgC12， 250mM
NaCl， 2．5mM MnC12， 0．25mM ATP， 125μ g／ml
BSA）， 0．5μ1のRNase Inhibitor（100U）、
3μ1のPoly（A） polymerase（3．6U）を加え・て37
℃で15分間反応させた。 4μ1の0．5M EDTA pH
8．0で反応を止め、 フェノール抽出およびエー
テル抽出を谷い最終的にエタノール沈澱によ
りP’盾撃凵iA）ウイルスRNAを得た。
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 （ii）first strand DNAの合成
 Poly（A）ウイルスRNAを16μ1の水に溶解し
65℃で5分間加熱後急冷した。 これに10μ1の
5 x R・T a．s e  b u f f e r  p H  8 ． 3  （ 1 x ；  2 0 m M  T r i s － HC l
pH 8．2， 4m・M MgC12， 60m瀬 KCI）， 0．5μ 1
RNase Inhibitor（100U）， 5μ 1 0．1M DTT，
5μ 1 01igo（dT）12－18（5μ g）， 12．5μ 1 2m腋
dNTP， 1μl RTase（23U）を加え、 42℃で30分間
反応し、 再び1μ1のRTase（30U）を加えて同様
に反応させた。 0．8μ1の0．5．MEDTApH8．0で
反応を止め、 フェノール抽出、 エーテル抽出、
工 タ ノ 一 ル 沈 澱 し、  RNA－DNAの ハ ィ ブ リ ッ ト を
得た。
 （iii）、ec1。nd、t，a，d DNAの合成
 70μ1の水に溶解したRNパDNAハイブリット
に20μ1の5x 2nd strand buffer（20mM Tris一
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HCI pH 7．5， 5mM MgC12， 10mM （NH4）2SO4，50
μg／mlBSA， 100mMKCI），2．5μ1 2mMdNTP，
3μ15mMβ一NAD，4μ1DNA poly田erase l，
、1μ工 DNA Ligase（5U）， 1μ、l RNaseH（IU）を加
え14℃で一晩反応した。 4μ1の0．5MEDTApH
8．0で反応を止め、 フェノール抽出（2回）、
エーテル抽出、 エタノール沈澱しdscDNAを得
た。・ 次に、 dscDNAを16μ1の水に溶解し、
2μ1の5x T4 DNA polymerase buffer， 1μ1
2mM
dNTP， 1μl T4 DNA polymerase（4U）を加え37
℃で10分間反応後、 フ ェ ノ ール抽出 （ 2 回）、
エーテル抽出、 エタノール沈澱を順に行い平
滑末端のdscDNAを得た。
（iv） cDNAのク ロー．ニング
 cDNAをクローニングするために、 TEに溶解
した平滑末端のcDNAをTakara ligation kitに
よりEcoRIで消化したpBluscriptII SK（＋）
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（Strategene）に組み込み、 8．oo11（NM522）に形
質 転 ．換 し た。  す な わ ち、  cDN．Aを 組 み 込 ん だ pB
SII 10μ1を90μ1のcompete’nt cellに加え、
静かに撹はん後平中に30分間静置した。 次に
42℃で45秒間ヒートショックを与え10分間室
温で静置した。 次に、 900μ1のSOC培地（2％
Bacto tripton， 0．5％ Bacto yeast extract，
10mMNaCl，2．5mMKCL但し．ﾈ下はフィルタ
ー滅菌 10mMMgC12，10mMMgSO2，20mMGIuc
ose）を加え37℃で1時間振とラ培養し、 Amp，L
acZ選択培地［LB寒天培地［（1．5％Bacto agar，
1 ％  ．B a c t o   t r i p t o n ・ 0 ・ 5 ％   B a c t o   y e a s t  e x t r a c
t，10mM NaCl）に60℃以下でA、mpicirin（100μ
g／ml）， X－gal（50μg／m1），IPTG（100mM）を加え
る］に接種し37℃で一晩培養後白色・コロニー
（Amp＋，LacZ一）を 選 抜 し た。
（v）コロニーハイブリダイゼーションによ
  るスクリー二’ング
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 LB／Amp寒天培地上にナイ ロンメ ンブレン
斥Hybond－N）を重ね、 それに選抜したコロニー
を接種した。 なお、 コロニーは、 別のLB／Amp
寒天培地に植え継いでおいた。 数時間培養後、
新しくできたコロニーがずれないようにメン
ブレンを引き上げた。 次にメンブレン上のコ
ロニーのDNAを変性・固定するために、 10％
SDS溶液、 変性溶液（0．5MNaOH，1．5MNaCl）、
．中 和 液 （0．5M Tris－HCl pH 7．4，1．5M NaCl）、
2xSSC（20xSSC；3M NaCl，0．3M Sodium citrate）
でそれぞれ浸したろ紙上で、 この順に5分間ず
つ処理し、 さらに80℃で2時間固定した。
 ハイブリダイゼーションの手順は以下のよ
うにして行った。 メンブレンをプレハイブリ
ダイゼーション溶液［5x SSPE（20xSSPE；3．6M
NaCl， 0．2M NaH2PO4， 20mMEDTA pH 7．7）， 1％
SDS， 50％ folmamide， 5x Denhart’s（50x： 1％
BSA， 1％Ficoll 400，1％polyvinylpyrrolidone），
100μg／ml denaturedsalmonspermDNA］中で
42℃、 6時間以上振とう後、 α一32Pで標識した
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プローブDNA（約106cpm／ml）を加えたハイブリ
ダィゼーション液（1％Dextran sulfateを含
むプレハイ溶液）中で、 42℃、 20－24時間振と
うした。 なお、 DNAの標識は、 マルチプライム
DNA標識システム（Amersham社）に従って行い、
約108cpm／μgの比活性を得た。
 次に、 2xSSC－0．5％SDSで5分間室温で2回
メンブレンを洗い、 2xSSC－0．1％SDS、 55℃で
15分、  さ ら に 0．lx SSC－0．5％ SDS， 55℃ で バ ッ
クのカウントが200cpm以下になるまで洗い乾
燥後オートラジオグラフィーを行った。
（vi）プラスミドDNAの抽出
 p1BSIIは、 ファージとしての機能も持つこと
から正確にはファージミドと呼ばれるが、 ア
ルカ リ 一SDS法（Birnboim ＆ Doly， 1979）によ り
プラスミドDNAとして抽出できる。 すなわち、
選抜したコロニーをLB液体培地に接種後37℃
で一晩振とう培養し、 遠心分離（5，000rpm，5
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min）により集菌した。 菌体をリゾチウム溶液
（10m9／ml lysozyme， IM Glucose， 0．IM EDTA，
Tris－HCI pH 8．0）に懸濁し氷中に5分間静置後、
2倍量のアルカリーSDS溶液（0．2M NaOH，1％SDS）
を加え静かに懸濁し砂中に5分間静置した。 次
いで1．5倍量の中和液（3MSodiumacetatepH
4．8）を加え静かに懸濁後氷中に5分間静置し、
遠心分離（10，000rpm，5min．）によって上清を得
た。 これに0．6倍量のisopropanolを加え15分
間 静 置 後、  遠 心 分 離 （10，000rpm，10min，）し 沈
澱を70％エタノールで洗った。 沈澱をTEに溶解
し、フェノール抽出、エタノール沈澱後、再
びTEに溶解しRNase A（10ug／ml）を加え37℃で
30分間処理するこ とによ りRNAを分解した。 こ
れに0．6倍：量のPEG溶液（20％Polyethylene
glycol， 2．5M NaC1）を加え、 30分間氷冷後遠
心分離（12，000rpL10min．）し、 沈澱を十分に
70％EtOHで洗いプラスミド（ファージミド）
DNAを得た。 なお、 RNase A処理後の一部を制
限酵素により消化してアガロース電気泳動し、
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バンドのパターンにより目的のDNAを選抜した。
（Vii） DNA断片の切り出し法
 DNAの必要な領域だけを回収するために、 適
当 な 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 後、  ア ガ ロ 一 ス 電
気泳動からのDNA断片の回収を行った。 すなわ
ち、 DNAを電気泳動後、 そのゲルをEtBr液で1
－2分染色し、 目的のDNA断片の前後にWhatman
DE81ペーパーを挿入した。 さらに泳動を行い
DNA断片をペーパーに吸着させた。 次ぎに、 ペ
ーパーを100μ1の洗浄用緩衝液（50mMNaC1，
10mMTris－HCIpH7．5， lmMEDTA）で3回洗浄
後、 100μ1の溶出用緩衝液（1MNaC1，10mM
Tris－HCI pH 7．5， lmM EDTA）で60℃5分間加温
することにより溶出し余分なペーパーを遠心
により除いた。 フェノール・クロロホルム抽
出後エタノール沈澱し目的のDNA断片を回収し
た。
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5．．塩基配列の決定法
（i）ディレーションクローンの作成法
 後述のダイデオキシターミネーション法に
よってcDNAクローンの塩基配列を読みとるた
めに、 pBSIIに組み込んだインサートを末端か ・
ら200－300bpずつ削った一連のディレーション
クローンを作成した。 すなわちインサートか
らT7プライマーの間にある3’突出制限酵素サ
イトと、 そのサイトよりインサート側にある
5’突出制限酵素サイトを消化後、 Takara
deletion kitを用いて、 Exonuclease IIIによ
るインサートの分解、 Mung bean nucleaseお
よびKlenow fragmentによる．平滑末端処理、 ラ
イゲーション処理を順に行い、 先述［4，（iV）］
従ってディレーションクローンを得た。
（ii）一本鎖DNAの調整
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pBSIIは、 ファージとプラスミドの両方の性質’
を兼ね備えたベクターである。 ヘルパーファ
ージ（M13KO7）の感染によりダイデオキシ野心
ミネーション法（後述）の一本鎖の鋳型DNAと
して得ることができる。 すなわち、 F’因子を
持つ新鮮なディレーションク三一ンを2．?sY／
Amp寒天培地（1．5％bacto agar，1．6％Bacto
tripton， 1．0％ Bact yeast extract， 1．0％
NaC1）で培養し、 シングルコロニーを2mlの
2x TY／Amp液体培地で一番振と う培養した。
100μ1の培養液を3mlのTYP液体培地（L6％
B・・t・t・ipt・n・1・6％Bact y・a・t・零tract・
0．5％ NaCl， 0．25％ K2HPO4）に加え30分間振と
う培養し、 M13KO7（3x1010pfu／m1）を50μ1加え
て30分間静置して感染させ一晩振とう培養し
た。 数回培養液を遠心分離（12，000rpm，5min．）
することによって菌体を完全に取り除き、
0．25倍量のPEG溶液を加え30分間静置後遠心分
離（12，000rpm，10min．）し、 PEG溶液を完全に
取り除いた。 得られた沈灘をTEに溶解し、
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0．5倍量のTE飽和フェノール加え激しく振とう
し、 次いで0．5倍量のクロロホルム／イソアミ
ルアルコール（49：1）を加え激しく振とう後遠
心分離し、 これを三回繰り返した。 エーテル
抽出後エタノール沈澱を行い、 一本鎖DNAを得
た。
（iii）塩基配列決定法
 塩基配列の決定は、 ダイデオキシターミネ
ーション法（Sanger，θオθ1。，1977）に準じて
行った。 すなわち、 7μ1のH20に溶解した一本
鎖DNA（1μg）に、 2μ1の5x seqenase buffer
（5x；200mM Tris－HCl pH 7．5， 50mM 題gC12，
250mM NaCl）と1μ 1のT7 primer（0．5 pico
mol／μ1）加え70℃で3分加熱後徐々に冷やすこ
とによりアニーリング反応した。 つぎに1μ1
のDTT，3μ1のラベリング混合液（1．5μM
dATP 7－deaza－dGTP dTTP，0．lmム1 怠DTA pH 7．5），
0．5μ1の［αL32P］一dCTP， 1μ1のsequenase
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Ver．2．0（USB，1U）を加え室灘で五分間反応し
ラベルした。 次ぎに、 あらかじめ用意した
2．5’ﾊ1のd／ddNTP混合液（20μMddNTPそれぞれ
について200μM4dNPT， lx seqenase buffer）
それぞれに2．5μ1の反応液を分注し停止反応
（37℃，5min）した。 次ぎに4μ1のホルムアミド
色素液を加えて80℃3分間加熱急冷し、 50％ウ
レア変性下ポリアクリルアミドゲル電気泳動
［（50％ urea， 6％ polyacrylamide（acrylamide
：bis＝19：1） ，1x TBE，0。05％ TEMED，0．1％ APS）］
した （2500V，50W定電力）。 泳動後ゲルをろ紙
上で乾燥させ、 オートラジオグラフィーを行
い、 バンドを読みとることにより塩基配列を
決定した。
 ま た、  ABI 373，A DNA Sequencer（ABI）に よ る
塩、基配列の決定については、 所定の方法に従
い、 その反応に一本鎖DNAを鋳型としてTaqポ
リメラーゼ（Perkin Elmer Cetus）と蛍光標識
ダイプライマー（M13－21 primer；ABI）を用い
た。
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 また、 RNA 2の5’末端の塩基配列について
は、 DeBorde，θオ浸ノ．（1986）に従い、 RNA 2を
鋳型として5’末端から151－167番目に相補的な
合成DNAプライマー、 ならびにReverse
transcriptaseを用いて反応後、 上述のポリア
クリルアミドゲル電気泳動により決定した。
6．植物組織からのtotal RNAの抽出。
 植物組織からの全RNAの抽出は、
Chomczynski＆Sachi（1987）の方法を改良し
て行った。 すなわち、 植物組織（・0．2gF．W．）
を液体窒素で粉砕し、 5倍量（W／V）の抽出液（4
．M Guaninidium Thiocyanate， 50mM Tris－HCl
pH 7．5， 25mM  Sodium citrate pH 7．0，
0．1騒 2－Mercaptoethanool， 0．5％ Sarcosyl）を
加え、 振とう後、 5倍量（W／V）の90銘phenol，
0．5倍量の2MSodiumacetat「epH4．0，1倍量
（W／V）のchloroform／isoamylalcohol（49：1 v／
v）を加 え、  激 し く‘振 と う し8，000rpmで 10分間 、
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遠心した。 上清を採取し等量のisopropanol
（一20℃）を混合し、 一20℃で1時、間冷却後、 4℃
8000rpmで10分間遠心分離した。 得られた沈澱
を 4M LiClで 懸 濁 後、  4℃  6，000rpmで 15分 間 遠
心分離した。 上清を取り除き最終的に70％
EtOHで洗いこの沈澱をTotal RNAとした。 濃
度の測定は、 紫外部吸光度 1A26。 unit・45
μg／mlとして調整した。
7．RNAプロット分析
 ノザンプロットハイブリダイゼーション並
びにドットハイブリダイゼーシヨンにより
CMV RNAの分析を行った。 すなわちTota1 RNA
を、 脱イオン処理したIMglyoxa1，1xTAE（1
2mM Tris－HCI，pH7．0， 6mM Sodium acetate，
0．3mM EDTA）50％DMSOで変性（50℃，15分間）
後年冷し、 変性RNA試料を調整した。 ノザン分
析については、 変性RNA試料1を1．2％アガロース
ゲル電気泳動（50V定電圧）後、 キャピラリー
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プロットによりナイロンメンブレン（hybond－
N）上に転写した。 なお、 泳動の際両極での緩
1衝液のpHが変化し安く、 pH8．0以上になると
Glyoxalが RNAか ら 解離．す る た め、  緩 衝 液 を 30
分ごとにサーキュレイトした。 また、 ゲルの
染色については、 50mMNaOHで30分間処理する1
ことによりglyoxalをはずし、 20mM酢酸ナトリ
ウム緩衝液pH6．5で中和後EtBr（1μg／ml）で染
色した。 染色したゲルは、 プロッティングの
、効率が悪くなることから、 別に用意した。 ド
ット分析については、 上述のようにして変性
したRNAを直接メンブレンにプロットした。
 次ぎにRNAを固定するためにメンブレンを
80℃で2時間baking後、 glyoxalを除くために
アルカリ液（50mM NaOli）に15秒間浸し、 その
後中和液（0．2MTris－HCIpH7．5，2xSSC）に
45秒間以上浸してから乾燥させた。
 ハイブリダイゼーション、 洗い、 オ．一トラ
ジオグラフィーの手順はコ』ロニーハイブリダ
イゼーション法と同様に行った。
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 得られたバンドの面積をデンシトメーター
により測定することでRNA量とした。 また、 ド
ット分析に関しては、 各スポットの比活性を、
Cerenkov radiationにより測定し、 これを
RNA量と した。
8．外被タンパク質の定量法
 CMVの外被タンパク質量はCMV－Yの抗体を用
いてエライザ法（Koening＆Paul，1982）によ
り定量した。 すなわち感染葉をコーティング
緩衝液（50mMNa2CO3pH9．6）とともに磨砕し、
遠心分離（6，000rpm，5min．）により残さを除い
た。 上清を1000倍に希釈し96穴マイクロプレ
ートに200μ1ずつ入れ25℃で1時間静置しプレ
ートにタンパク質を固定した。 その後TTBS
（20mM Tris－HCI pH7．5， 0．15M NaCl， 0．05％
Tween20， 0．05％ NaN3）を加え5分間静置後吸引
除去する操作を3回繰り返すことによりプレー
トを洗浄した。 次にTTBSで10倍希釈した健全
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葉粗汁液で5000倍に希釈したCMV－Yの抗体を
200μ1ずつ入れ、 25℃で1時間静置して一次抗
体を反応させた。 TTBSで3回洗浄後、 TTBSで
1000倍希釈した二次抗体（アルカリホスファ
ターゼ標識ヤギ抗ウサギlgG）を200μ1ずつ入
れ25℃で1時間静置し二次抗体反応をした。
TTBSで2回洗浄し、 さらにAP（0．IM Tris－HCl
pH9．5，0。1MNaCl，5mMMgC12）で洗浄後、 基質
液（lmg／m1パラニトロフェニルリン酸，10％ジ
エチルエタノールアミ ン pH9．8）を200μ1ずつ
加えて発色した。 30－60分後、 3M NaOHを
100μ1ずつ加えることにより反応を停止し、
エライザ用分光光度計を用いてA4。5の値を測
定することにより感染葉中のCMVの外被タンパ
ク質量を定量した。
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IV 結果
1． CMV－0のゲノム構造
日本に発生するC賊Vは、 普通系統（CMV－0）がも
っとも多く、 本系統による被害は大きい。 こ
れまでゲノムRNA 1－3のうちRNA 1と3について
は全塩基配列が決定され、 それらはサブグル
ープ 1のものと極めて高い相同性が認められ
た。 CMV－0の遺伝情報を解析するには全ゲノム
の塩基配列をまず決定しなければならない。
そこで、 供試ウイルスCMV－0について、 これま
で不明であったRNA 2の塩基配列を決定し、 他
のククモウイルス群のウイルスとの間で比較
検討した。
1。1 CMV－ORNA2のクローニングとシーケ
  ンス
CMV－ORNA2をクローニングするに当たり、
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精製ウイルス試料からSDS一フェノール法によ
りCMV全RNAを抽出 し、 セフ ァ1ロース（CL．2B）カ
ラムを通しゲルろ過を行った。 この精製C騒V全
RNAをクローニングに供試した。 すなわち精製
CMV RNA試料にpoly（A）を付加後、 Oligo（dT）を
プライマーとしてfirst strand・cDNA、
貫econd strand cDNA合成を行い、 得られた
cDNAをEcoRVで消化したpBlusecriptII sk（＋）1
にライゲーション後、 大腸菌NM522に形質転換
した。 次にRNA 2の一部を含む0．6KbpのcDNA
（Hayakawa，T． personal communication）をプ
ローブとしてコロニーハイブリダイゼーショ
ンを行い、 RNA 2のクローンを選抜した。 さら
にそれらからファージミドDNAを抽出し、・ベク
・夕一の1ヲooRVサイトの両端から数100bpにある
PレむIIサイ トで消化後、 イ ンサー トDNA断片を
回 収 し た。  RNA 2は、  そ の 電 ．気 泳 動 の バ ン ド の
移動度から約3Kbであると推定されることから、
これを基に完全長に近いDNAを選抜した。 Fig．
1は、 6っのクローンのインサートDNAの電気
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Fig,1 Agarose gel elctrphoresis of cDNA of CMV-O RNA 2. The cDNA
included the region between two Pvull sites of pBSII vector.
M, Hinclll fragments of XDNA; (1-6), cDNA 2-13,-86,-152,-239,-275,-
300, respectively.
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泳動パターンを示しており、 cDNA 2－239が最、
も完全長に近い「ﾆ考えられた。 次にこのcDNA
を用いて制限酵素地図を作成した。 すなわち、
万ooRI，」Ps孟1，ゐ「1η（1111，π1101，淫「か∂1，κρη1，！1ρ∂1，
β∂〃HI，の制限酵素を用いて消化し電気泳動に
よ りDNA断片の長さを解析するこ．とによって作
成した（Fig．2）。 その結果、 濯か∂L鴻ρ∂Lβa〃HI
を除く供試制限酵素サイトが存在した。 また、
CMV－Y RNA 2のそれと比較すると、 唯一XbaIサ
イトが、 CMV－0においては存在しないことが異
なる点であった。
次に塩基配列を決定するため制限酵素地図を
基 に ク ロ 一 ン 239を 〃1ηゴIIIで 消幽化 し 3’側 と 5’
側をそれぞれ含む2っのクローンDNAにわけた
（Fig．2）。 さ らにpBsIIsk（＋）のマルチク ローニ
ングサイ トにある3’ないし5’突出制限酵素、
すなわち前者のクローンでは瀕ρ31，潔1～ol、 後者
の ク ロ 一 ン で は 鴻ρ∂1，〃ノηdIIIで 消 化 後、  デ ィ
レーションシリーズを作成した。 また逆軍を
読むためにク「香[ン239のβ∂皿HI－4ρ∂1断片を
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Fig.2 Restriction map of cDNA 2 corresponding to CMV-O RNA 2 and
ordered set of overlapping deletion mutants. A, Apal; B, BamHl; E, EcoRI;
H, Hindlll; K, K)Dnl; P, Pstl; S, Sacl
pBSII vector.
' X, )(hol; Xb, .>(bal; T7, T7 primer of
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pBSII ks（＋）にサブクローニングしたのち
んρη1で消化し、 同様にして2つのクローン
DNAにわけ、 前者を∫∂ol，βa〃HI、 後者をPsd，
800RIで消化後、 ディレーションシリーズを作
成した。 それぞれのミュータントクローンか
ら一本鎖DNAを調製し、 これを鋳型としてダイ
デオキシ法により塩基配列を決定した。 3’末
端 の 配 列 に つ い て は、  Fig． 1に、示 し た ク ロ ー
ンについてそれぞれ配列を決定したところ、
Poly（A）につづいてCC配列が認められた。』@クク
モウイルスグループの3’末端配列はCCA 3’で
おわることを考慮し、 C巖マーORNA2の3’末端は、
CCAであると判断した。 5’末端の塩基配列につ
いては、 RNA 2の152－162番目に相補的な合成
プライマー（5’GTTCCACATCCTCGGGA 3’）を作成
し、 RNAの直接シーケンスにより決定した。
 以上のようにして決定されたCMV－ORNA2の
全塩基配列およびそれから予想される翻訳産
物のアミノ酸配列をFig．3に示した。 CMV－o
RNA 2は 3，049ヌ ク レ オ チ ド （nt）か ら な’り、  85
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                                                                               MkSPAPAFSLAN
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  t O R P V P I, T t T Y H K K S A T S O F S P L F T A L F E R F O R C L R E R 1 l        , , . . . I620 . , , . I680UCUUCCUGUUGGUAAGAUUUCA'CCCU 6AGAUGGCAGGGUUUGACG'UCAAAAACAAACACUGCCUCGAGAUUGAUCUGUCUAAGUUVGAUAAAVGVCAIGGUGAAUVUCAUUUGCUAAU
  L P V G K I S S L E M A G F D V K N K H C L E I D L S K F D K S a G E F H L L I        . . . . . "4c . . , . IaooVCAGGAACACAUUUUGAAUGGUCUAGGAUGUCCAGCVCCGAUAACUAAGUGGUGGUGUGAUUUCCACCGAUUUUCUUACAU6AGAGACCGUAGAGCUGGbGUUGGUAVGCCUAUUAGUUU
  O E H I L N G L G C P A P I T K vr V C O F H R F S Y I n D R R A G V G M P I S F        . . . , . I86e , , , . . 1920UCAGAGACGAACUGGVGAUGCAUUCkCUUAUVUUGGCAAUACCAUUGUCACCAVGGCVGAGUVUGCCVGGUGVUAUGACACCGACCAAUUCGAkMGCVUUUAUUCUCAGGCGAUGAUUC  ORRTGDAFTYFGNTIYTUAEFAWCYDTDeFEKLLFSGDDS                                                                                                    -        . . . ,. Igse , . .UCUAGGAUUUUCACUGCUUCCCCCUGVUGGUGAUCCGAGUAAAUUCACAACUCUUUUCAACAUGGAAGCUAAGGUGAVGGAACCUGCAGVACCAUAUAUbUGUUCGAAGUUCCUACi:i:  tGFStLPPVGDPSKFTILFNMEAKVMEPAVPYICSKFLLS        ...., 11oe ..･ ･                                                                                                           ?160UGACGAGUUCGGUAACACAUUUVCCGUUCCAGAUCCkUUGCGCGA6GUUCAGCGGUUAGGCACGAAGAAGAUUCCCUAUUCUGACAAUGAUGAAUUCUUeUUUGCUCACUUCAUGAGCUU  OEFGNTFSVPDPLREVORtGTKKfPYSDNDEFtFAHFUSF        . . . , . 222e . , . . ??80UGUUGkVCGAUUGAAGUUUUVGGSCCGkAVGUCUCAGUCGUGUAUCGAUCkkCUUVCGSUUUVCllVCGSkVUGXkAVkCAAGkAGUCVGGGGAAGAGGCbGCVVVAAUGUUSGGCGCCVV  VDRLKFLDRMSOSC1DeLS1FFELKYKKSGEE 'A ALMLGAF        ･ ･ , . ･. Z340 . " , .                                                                                                           2400UAAGXAAUAUkCCGCUAAUVUUCAGUCCUkCAAAGAACUCUkUUAUUCAGAUCGUCGUCAGUGCGAAUUGAUCAKVUCGUUUUGUAGVACAGAGUUCAGhGUUGAGCGUGUAAAUVCCAA  KKYTAHFOSYKELYYSDRROCEL{NSECSTEFRVERVNSN        . . , , . 246e . , . . 252eUAAACAGCGAAAGkAAUAUGGAAUUGAACGUAGGUGCAAUGACAAACGUCGAACVCCAACUGGCUCGUAUGGUGGkGGCGAAGAkACAGAGACGAAGGUeUCACAAACi,GAAUCGACGGG  K,O RKKYGlEHRCNOKRRTP1GSYGGGEETETKVSOTESTG        . . , . , 2S80 . , . ･. . 2640AACGAGGVCACAASAGVCCCAGCGAGAGAGCGCGUUCAAAUCUCAGACUGUUCCGCUUCCVACCGUUCUAUCAAGUAGAUGGUUCGGAACVGACAGGGUCAVA6CGCCAUGCGAACGUGG  TRSOKSeRESAFKSOTVPLPTVLSSRWFGTDRVIPPCERG        , , , . . 270e , , . , . 2760CGGAGUCkCCCGAGCCVGAGGCCUCUCGUUUAGAGUUAVCGGCGGAGGACCAVGAUVVCGACGAUACAGAUUGGUUCGCCGGUAACGAAUGGGCGGAAGGVGCUUUCUGAAACCVCCCCU
  G Y T R S        . , , . . 282e . , . , 2860UCCGCAUCUCCCUCCGGUUUUCUGUGGCGGGAGCUGAGUUGGCAGUAUUGCUAUAAACUGUCUGAAGUCACUAAACACAUUGUGGUGAkCGGGUUGUCCIUCCAGCUUACGGCUAkAAUG        . , , . , 2940 , . . 3000GUCAGVCGUAGAGAkAVCUACGCCAGUAGACUUACAAGUCVCUGAGGCACCUUUGAAkCCkUCUCCUkGGUUUCUUCGGAkGGkCUUCGGUCCGUGUKCUUCUSGCACkSCGUGCUSGUU
                                                                            '        ttttVCAGGGVACAGGUGCCCCCCACUVUCGUGGGGCCUCCAAAAGGAGACCk .                                                                                                    '
                  '                                                                   .
                                                 '
 Fig.3 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the
 predicted 2a protein. The conversed polymerase motifs are underlined.
The numbers indicate the position of the nucleotide from the 5' end.
                '
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ntの5’non－coding region につづいて2，571
ntのORFが存在し393ntの3’non－coding
regionが続いた。  こ のORFはMf． 96，777の857
amino acidsをコー ドしている。
1．2 CMV－0『RNA 2と他のククモウイル1スグ
  ループのRNA2の比較
 CMV－ORNA2と他のククモウイルスグループ
のRNA2の間で塩基配列ならびにORFのアミノ酸
の相同性を比較した結果をTable 1にまとめ
た。 CMV－O RNA 2は、 PSV、 TAVおよびCMVサブ
グ ル 一 プ IIの CMV－Qに 比 べ、  サ ブ グ ル 一 プ 1 に
属すCMV－YやCMV－Fnyと99％の極めて高い相同性
を示した。 ORFのアミノ酸配「列では、 CMV－Y，
一Fnyのそれらと比べさらに相同性が高くなっ
た。 Fig．3でアンダーラインしたアミノ酸配
列は、 RNAポリメラーゼのコンセンサスシーケ
ンスエレメントであり、 この配列は、 いくつ
かの球状ウイルスの中でほとんど完全に保存
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Tabie 1
 ldentity of RNA 2 and 2a protein of CMV-O with those of cucumoviruses,
CucumovirusesCMV-O
RNA 2(%)2a protein(%)ref.
CMV-Y   -Fny   -QPSV-JTAV-V
98.4
98.0
71.4
59.8
59.0
99.5
99.1
73.6
55.4
57.3
Kataoka,J. et aL I990
Rizzo,T,M. & Palukaitis,P, 1988
Rezaian,MA et aL 1984
Karasawa,A, et aM992
,Moriones,E, et aL 199'1
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されている（Kamer，e孟∂1．，1984；Morch，θ孟
・∂ノ．，1988）。 CMV－0のそれは、 CMV－Y，一Fnyのそ
れ に 対 し 1 ア ミ ノ 酸 の 不 一 致 し か 認 め ら れ ず、
それらはほとんど同じ機能をもつと推測され
る。
 51’並びに3’non－coding regionについて
CMV－0と ほかのCMV系統との間でアライ メ ン ト
を行いFig．4にまとめた。 CMV－0の5’non－
coding regionは、 CMV－Y，一Fnyに比べ1－2nt短
く、 2－4ntの置換ならびに1－2ntの欠損部位が
5’末から60－65番目に集中していた。 この領域
の重要性については現在のところ明かではな
い。 3’non－coding regionについてはCMV－0，
一Y，一Fnyとも同じ長さであり、 393nt中6ntの塩
基置換が散在していた。
1．3 考察
 CMV－ORNA2の塩基配列が決定されたことに
よってCMV－0の全ゲノムの遺伝情報が明かとな
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5' non--coding region. 3' non-coding region.
o2 s･-!"iflSIAiiilA -A6c5ul          se          11y2 F-----=UgAAAcuuCU,
          -iFny2 ,--------LY AAAu-cuu!{j
AUG-
AUG- 4X.! 87n*L*
AUG- 5nt1 86fiL
- --- 6fit./393nL --' --s
- --' 6nt,/393nL - -"t
Q2 ,-･ nym---- -.--AUGm24nLl92nt-' " 150nL/426nL --' -t
Fig,4 Sequence variation within the non-coding regions of RNA 2 of CMV
strains. * , The numbers of mismatched andlor unmatched nucleotides.
**,The length of the non-coding regions,
The sequence variation of 5' non-coding region was concentrated at the
regjon 60-65nt.
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つた。 ゲノム構造をまとめるとFig．5のように
なる。
 ゲノム各セグメント間のnon－coding
lregionを比較すると、 5’non－coding region
においてはRNA 1が96nt、 RNA－2が85nt、
RNA3が122nt、 RNA 4が76ntでありそれぞれに
おいて長さが異なっている。 また、 相同性は
RNAIと2の間で72％であるが、 その他の組み合
わせば50％以下で相同性は低い。 RNAIと
RNA 2のこの領域には、 他のCMVやBMVにおいて
知られているプラス鎖RNAの合成に対するプロ
モーター配列が保存されていた（Pogue，θオ∂1．，
1990）。3’non－coding regionについても、長
さは異なっているが、 3’末端側は極めて相同
性が高い。 このよく保存された領域にはtRNA
様構i造をとることが知られており（Hayakawa，
e孟∂ノ．，1989）、 RNA 2においても同様の構造
をとると考えられる。 BMVに関する研究では、
マイナス鎖の合成に関して重要な配列のマッ
プが明らかになっていが（Rao，θオ∂1．，1989）、
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RNA 1e)
l
RNA2
l
RNA 3bj
RNA4
5' 96nt.
la: 2979nt9 3aa 284nt.
85nt.
2a 2571 nt857aa 393nt
1 22nt.
3a 837nt 279aa
301 nt
76nt
CP 654nt 218aa
CP 654nt. 218aa
303nt,
303nt
3369nt,
    n
3051 nt
    J
221 7nt
1 033nL
'
Hg.5 Schematic representation of CMV-O RNAs, The numbers are the
number of nucleotide (nt,) or amino acid (aa.) residues, a);b),
Hayakawa,T. et aL 1989; 1990,
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CMV．については不明である。
 一 方、  5’側 に 進 む に つ れ て 塩 基 の 違 い が 若
干認められている。 特にRNA 1の3148－3158番・
目の領域は、 RNA 3においては欠損しているこ
とがすでに示されているが（Hayakawa，e孟∂1．，
1989）、 RNA 2においても欠損していた。 non－
coding regionにおける塩基レベルでの多様性
は、 プラス鎖およびマイナス鎖の合成や、 各
ゲノ『ムがコード寸るタンパク質の合成に何ら
かの影響を与えるのかもしれない。
 CMV－0のRNA 1，2，3それぞれに対する他のク
クモウイルスグループとの相同性を比較する
と、 R面A2において示した結果は、 RNAIおよ
びRNA 3での結果とほぼ同様であった。 すなわ
ち相同性はPSVに対しては60・一67％、 TAVに対し
ては59－68％であった（Karasawa，θt ∂1．， 1991，
1992； 0’Reilly，θ孟 a1ゆ，1991； Moriones，et
∂ノ．，1991；Berna1，θオ∂1・．，1991）。 それに対し、
CMVサブグループIIのCMV－Qに対しては、 相同
性が71－76％と高くなった。 さらに、 CMVサブグ
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ループ1のCMV－Y，一Fnyに対しては91－98％と1
揮めて高い値でほとんど一致していた。
 以上のように、 CMV－0のゲノムの塩基配列決
定によって、 特にサブグループ1の間での塩
基ならびに、アミノ酸が置換されてい一る部位を
かなり限定することができる。 これらの遺伝
情報は、 系統間にみられる種々の性質の違い
を導くウイルス側の因子を限定するための基
礎資料となるだろう。
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2． CMV接種タバコ葉組織における、ウイルス
   増殖の解析
 CMV－ORNA2のゲノム構造を決定したことに
より、 CMV－ORNA 1－3のすべての構造が明かと
なった。 これらのゲノム各セグメントが、 感
染葉において、 どのような経過を経て発現し
ていくのか、 これまであまりわかっていない。
特に感染初期ではウイルス粒子の生成量は少
なくウイルス粒子’を検出することは一般に困
難である。 近年ウイルスゲノムのcDNAを32Pで
標識したプローブを使用してintactな植物中
からもウイルスRNAを検出することが可能にな
った。 本章では、 接種葉におけるウイルス増
殖機構を解析するため、 CMVに全身感染するタ
バ コ．で の 病 徴 と、  ウ イ ル ス ゲ ノ ム、  活 性、  外
被タンパク質（CP）の経時変化を調べた。
2．1 病徴
一59一
 完全に展開したタバコ葉（κ．孟∂か∂oσ皿cv．
ky－57）にCMV－0，一Yを接種し、 その病徴を観察
した（Fig．6）。 CMV－o接種タバコ葉において、
非接種上位葉には退緑を伴うモザイクが形成
されるが、 接種葉に対しては無病徴であった。
一 方、  CMV－Yを 接 種 す る と 接 種 後 4日 目 よ り 接
種葉に局所的に黄化が観察され始め、 その後
その数が増加するとともに拡大し黄色斑を形
成した。 また上位葉には黄色モザイクが形成
される。
2．2 一次感染組織におけるウイルスゲノム
  の合成
 接種葉組織におけるウイルスの感染は、 接
種面表皮組織細胞から始まり、 続いて柵状組
織、  海 綿 状 組 織 へ と 水 平 方 向 お よ び 垂 直 方 向
に拡大する。 全身感染では、 さらに経過する
につれウイルスは根および地上部全域に拡大
していく。 すなわちウイルスの侵入細胞であ
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Fig.6 lnoculated leaves of tobacco(N. tabacum cv, ky-57) with CMV-O(O)
and CMV-Y(Y) at 6 days post inoculation.
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る表皮組織の一次感染細胞からその周辺およ
び下部の葉肉組織に向けて二次、 三次と逐次
感染組織細胞が増加する。 このような組織内
伝播におけるウイルスゲノム合成の経緯をノ
ザンハイブリダイゼーション法により解析し
た。 CMV－0（100μg／ml）をタバコ葉裏面に接種
後、 、経 時 的 に 裏 面 表 皮 を 剥 離 し 表 皮 組 織 と 葉
肉部の全RNAをそれぞれ抽出した。 各全RNA
20μgをグリオキサールで変性し1．2％アガロー
ス電気泳動後、 ナイロンメンブレン（Hybond－
N）に転写した。 Fig．7は、 ウイルスゲノム各セ
グメントを検出するためのプローブとして調
整したCMV－0のcDNAL2，3の構成を示している。
ウイルスRNA各氏グメ’?トの3’側は 高い相同
性を示すことから、 それぞれを特異的に検出
でき るよ う にその領域を除く 5’側からL8kb程
度のcDNAに構築した。 また、 電気泳動におけ
るRNA1と2の移動度は近接しているため、 同条
件下で泳動後プロットしたメンブレンを2組
作成し、 cDNA1と3およびcDNA2と3の組み合わ
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5'
i,
t
:
,
(1 776b p)
3'RNA 1
cDNA 1
RNA2:
1
:
cDNA 2 (1 897bp)
I
cDNA 3 (1 840bp)
RNA3
RNA4 -
Fig.7 Schematic representation of the probe DNAs of CMV RNA segments
for northern blots. The CMV RNA segments and the probe DNAs were
shown by lines and boxes, respectively.
-63-
せでハイブリダイゼーションを行い、 それぞ
れRNA 1，3，4とRNA 2，3，4を検出した（Fig．8A，
B）。 なお、  ウイルスRNA量は、 接種葉の全RNA
から検出するので、 粒子形成したRNAとフリー
のRNAを含めた量として考えられる。 Fig。8Aは、
接種後0，12，18，24，48時間目の表皮ならびに葉
肉部のウイルスRNAを表している。 図では見に
．くいが、 表皮では接種後12時間から、 葉肉部
では18時間からRNA各セグメ ン トのバン ドが経
時的に検出され、 RNA 3のバンドが最も濃く思
われた。 同様にして、 Fig．8Bは、． o，6，12，18，
24，・30時間目の結果を示している。 表皮におい
て6時間目ではウイルスRNAのバンドは検出さ
れなかった。 このことから、 一次感染組織で
は、 接種後12時間目からバンドが検出され、
二次以降の感染組織では18時間目よりバンド
が検出され始めることが示された。
 次にFig・8A・Bの、データを含め3回の反復実
験の結果より得られたバンドの面積をフライ
ンゲスポットスキャナーで測定し、 接種後48
         －64一
A
EpidermisMesophyl:
V V O 1218 24 48 O12 1824 48hr p.i.
B
.
EpidermisMesophyll
O 6 1218 2430O6 1218 2430hr p.i.
: . <RNA1-3<4
-RNAI-3-4
2 -<
<
2
3
4
x:-23
4
Fig.8 Time course of synthesis of CMV-O RNA segments in inoculated
tobacco ieaves. (A and B) Autoradiogram of northern blots with RNA
(20ptglwell) extracted from epidermis and mesophyll cells, Virion RNA was
applied to lane V. (C and D) The relative levels of RNA 1 (o), RNA 2(A),
RNA 3(O) and RNA 4(+) of epidermis (C) and mesophyll (D) cel[s quanti-
tated from blots. The maxjmum levels of RNA 3 expressed from epidermis
and mesophyll were set as 1, respectively,
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時商目の表皮、 並びに葉肉部のRNA 3のバンド
の面積をそれぞれ1．0としてRNA各セグメント
のバンドの相対的な面積を求めることにより
ウイルスRNAの合成量の経時変化を追跡した。
Fig．8cは、 表皮組織でのウイルスRNA合成量の
グラ フ・である。 RNA各セグメ ン ト と も、 12時間
目より検出され始め18時間目より合成が活発
になっている。 その合成の過程でRNA3の合成
量は最も多く、 ついでRNA 1，2，4の順に多かっ
た。
 Fig．8Dは葉肉部でのウイルスRNAの合成パタ
ーンを示している。 接種後18時間目より検出
され、 表皮での結果と同じくRNA 3＞RNA 1＞
RNA 2＞RNA 4の順に合成量が優先した。ゴｱれら
のことより、 一次感染組織において、 特に
RNA 3の合成が優先しながら、 全ウイルスゲノ
ムが増加していく様． qがわかった。
2．3 リーフディスクにおける感染初期のウ
  イルスゲノムの合成
        一67一
ウイルスの組織内伝播領域を限定するため、
                  （：タバコ接種葉からリーフディスク（径1．5曇m）を
切り取り、 感染初期のウイルスゲノムセグメ
ントの合成を解析した。 すなわちCMV－0
（100μg／m1）接種タバコ葉から切り抜いたりー
フディスクを培養し、 0から48時間まで6時間
ごとに全RNAを抽出した。 各20μgの全RNAを電
気泳動後ノザン分析を行った結果（Fig．9A）、
接種12ないし18時間後よ りRNA各セグメ ン トが
検 出 さ れ、  そ れ 以 降 バ ン ド が 濃 く な っ て い く
ことが認められた。 またRNA3のバンドが最も．
濃く検出された。 接種48時間目のRNA3の合成
量を1．0として相対的な経時変化を表した結果、
ウイルスRNA各セグメ ン トはRNA3の合成が最も
優先し、 ついでRNA2と1がほぼ同量で、 RNA4の               ●合成がもっとも遅れた（Fig．9B）。 すなわち合
成量は高い順にRNA 3＞RNA 2，1＞RNA 4になっ
ていることが示された。
 黄色琉を伴うCMV－Y接種タバコリーフディス
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Fig.9 Time course of synthesis of CMV-O RNA segments in inoculated
tobacco leaf disks, (A) Autoradiogram of northern blots with RNA
(20pg!well) extracted from mock(M) and inoculated, Virion RNA was
applied to lane V. (B) The relative levels of RNA 1 (D), RNA 2(A),RNA 3(O)
and RNA 4(+) quantitated from (A). The maximum level of RNA 3 ex-
pressed was set as t.
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Fig,10 Time course of synthesis of CMV-Y RNA segments in inoculated
tobacco leaf disks. (A) Autoradiogram of northern blots with RNA
(20pglwell') extracted from mock(M) and inoculated, Virion RNA was
applied to iane V. (B) The relative levels of RNA 1 (o), RNA 2(A),RNA 3(O)
and RNA 4(+) quantitated from (A), The maximum level of RNA 3 ex-
pressed was set as 1.
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．クを用いてCMV－0接種の場合と同様にゲノム各
セグメントの経時変化を検討した。 その結果、
接種12－18時間後よりウイルスRNA各セグメン
トとも検出され、 合成量は高い方からRNA 3
＞RN‘A 1 ＞RNA 2 ＞RNA 4の順にな っ てい く こ と
が示された（Fig．10）。 接種42時間目の各セグ
メントの合成量が減少しているが、 これはゲ
．ルのウエルに流した全RNA量が何らかの理由で
少なかったためと思われる。 C胚V－0，一Yとも感
染初期においてはRNA 3の合成が最も優先し
RNA 4は最も遅れる点で同様のパターンで合成
されていくことがわかった。
2．4 接種葉と接種リーフディスクでのウ．イ
  ルスゲノ・ム合成
 全身感染系では、 ウイルスが広範囲に移行
増殖する。 上記にも示したようにリーフディ
スクにおけるウイルスの移存はその組織内に
制限され、 感染が経過するにつれて接種葉と
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接種リーフディスクでのウイルス増殖の経緯
が異なってくると考えられる。 そこでCMV－0
（100μg／田1）をタバコ楽ならびにリーフディス
クに接種し、 一日ごとに全RNAを抽出後1μgず
つ電気泳動し、 ノザン解析した。 Fig．11は、
ウイルスRNA各セグメントのバンドの面積を加
えたものをCMVの全RNAの合成量とし、 それぞ
れの最大合成量を1．0として経時的に示したグ
ラフである。 接種葉試料中のCMV全RNAは、 接
種後1日目より増加し、 4－6日置定常期を迎え
再び増加して8日に最大に達した。 一方、 リー
フディスク試料では、 8日目の最：大合成量に対
する4－6日目の定常期の合成量の割合は接種葉
組織にくらべ高いが、 合成パターンは同様に
接種後1日目より増加し、 4－6日に定常期にな
るかに見えたがその後再び増加して8日に最大
に達 した。 なお、 RNA各セグメ ン トの合成量の
比較については、 差の変動が大きく、 特に
RNA 4の合成量が他のセグメントに比べ一定と
ならずその傾向をつかむことはできなかった。
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Fig.11 Time course of relative levels of total CMV-O RNA synthesis in
inoculated leaves and leaf disks, The levels of total CMV RNA were
determined by summing the amounts of each RNA quantitated from north-
ern blots. The maximum Ievels were set as 1, respectively, O, in leaves;
A ,in leaf disks.
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これは、 各セグメントの合成が、 経時的にさ
まざまな調節を受け、 さらには分離細胞を用
いて同時にウイルスを感染させるいわゆる一
段増殖期と異なり、 実験系が組織であり、 感
染時期の異なる細胞が混在している事に原因
があると考えられる。
2．5 ウイルス活性とウイルス外被タンパク
  質の増加
 C騒V－0（100μg／ml）接種葉ならびに切り取っ
て培養したリーフディスクについて、 ウイル
ス活性量ならびにウイルスCP量を経時的に測
定した。
 ウイルス活性量は、 局部病斑宿主のササゲ
にウイルスを接種し、 そこに形成される病斑
数をもって算出した。 すなわち、 感染葉を10
倍量（W／V）のリン酸緩衝液で磨砕した粗汁液と、
一定の濃度の精製ウイルス試料を、 それぞれ
5本のササゲ初生葉の対葉に接種することによ
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り相対的なウイルス活性量の平均を測定した。
なお、 ウイルス活性すなわち感染性は、 ウイ
ルスゲノムにあるので、 この場合、 粒子に組
み込まれていないフリーのウイルスゲノムは
細胞内から摩砕によって放出したヌクレアー
ゼによって分鮮され．ると考えられる。 従って
感染性を持つウイルス粒子の量としてとらえ
ることができる。 F．ig．12は．ウイルス活性の最
大量に対する割合の経時変化を示したグラフ
である。 接種葉試料のウイルス活性は、 接種
後4－5日にピークを迎え減少後再び増加した。
リーフディスク試料中のウイルス活性は、 接
種後1日目より増加し、 3日目に最：大に達した
後徐々に減少し、 再び増加した。 最大に達し
た日数は異なるが、 両試料ともウイルス活性
量の増加パターンは、 RNAの合成の経時変化に
おいて接種後4－6日にかけて合成量がピークと
なった事に対応すると考えられる。
 次にCMVの抗体を用いてエライザ法により各
試料についてCP量を測定し、 CP合成の経時変
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Fig,12 Time course of relative levels of CMV-O infectMty in inoculated
leaves and Ieaf disks, The maximum levels of each infectivity were set as
1, respectively. O, in leaves; A ,in leaf disks.
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化について検討した。 段階希釈したウイルス
精製試料により検量曲線を作成し、 これを基
に各試料についてCP量を算出後、 経時的に最
大量に対する割合を求めた。 ウイルスCP合成
量は、 抗原抗体反応によって測定しているの
で、 感染性や粒子形成に関係なくすべてのCP
抗原量としてとらえることができる。 接種葉
並びに接種リーフディスク両試料ともウイル
スCPは接種後2日目より検出され、 その後ウイ
ルスRNAやウイルス粒子活性の増加パターンと
は異なり、 4－6日にも合成を続け7－9日で最大
となった（Fig。13）。
2．6 考察
 タバコ（〈1．孟3か∂o〃〃cv． ky57）に接種された
CMVは、 表皮組織から侵入し、 葉肉部の柵状組
織、   海 綿 状 組 織、   そ し て 周 囲 の 細 胞 へ と 移 行
増殖していく。 本法の条件下でのタバコにお
けるCMVの細胞間の移行速度は、 表皮組織から
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Fig.13 Time course of relative levels of CMV-O coat protein synthesis in
inoculated leaves and leaf disks, The maximum levels of each protein
were set as 1, respectively, O, in leaves;A ,in leaf disks.
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二次感染細胞に7時間、 二次組織から裏面表皮
までの5層の、細胞間は7時間を要する事がす
でに示されている（江原， 1966）。 従って、 組
織の中では個々の細胞にウイルスが移行する
時間は異なっている。 本実験ではまず接種48
時間までの感染初期についてウイルスRNA各セ
グメント合成の経時変化について検討した。
すなわち、 裏面表皮に接種後、 表皮組織を経
時的に剥離しウイルスRNA各セグメ ン トの命成
量を検討した結果、 接種12時早目から、合成が
認 め ら れ、  合 成 量 の 高 い 方 か ら RNA 3＞ RNA l
＞RNA 2＞RNA 4の順であることが示された。
また葉肉部においても18時間目より表皮にほ
ぼ対応したパターンで合成した。 感染初期の
リーフディスクにおいては、 RNA 3の合成量が
もっとも多く、 次いで RNA 2と RNA 1がほぼ
同桿度で・ RNA 4の順に合成量が高かった・
各セグメント間の合成量の差については各実
験にお、いて必ずしも一致しておらず、 特に
RNA 1とRNA2の順位がリーフディスクと組織別
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の場合とで異なっていたが、 RNA 3の合成が優
先しRNA 4の合成が遅れる点で同様のパターン
で合成されると考えられる。 これまで、 アク・
チノ マイ シンDおよびUV処理によって宿主の
DNA由来のRNA合成を阻害したタバコのプロト
プラストでは、 CMVのRNA3の合成が優先してい
・ることはすでに報告されている（Takanami，
θオ81．， 1977）。 このことから、 感染初期の
intactな組織においてもRNA 3の合成が優先す
る点で同様である事が本実験で明かとなった。
 C』MV－Y接種リーフディスクにおいても、 感染
初期のウイルスRNA合成はRNA 3＞RNA 1＞RNA
2 ＞RNA 4の順であ り、 CMV－O RNA早場グメ ン ト
の場合と同じような経緯で合成されていくと
考えられる。 CMV－0は、 タバコ接種葉に対し無
病 徴、  CMV－Yは 黄 色 斑 を 形 成 す る よ う に、  病 徴
はウイルスの系統によって異なっていた。
Takahashi＆Ehara（1993）は、 黄色斑発現に
関与する遺伝子を解析し、 CMV－YのCPとタバコ
のバーレー種由来のyb1とyb2遺伝子の組み合
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わせで黄色斑が形成される事を明らかにして
いる。 CPとybの間に病徴発現前すなわち感染
初期に どの様な相互作用が』起きているのかに
ついては不明であるが、 それに’伴うウイルス
の経時的な増殖量に差はなく（Takahashi and
Ehara， 1988）、 本実験からウイルスゲノムの
発現パターンにおいても違いは認められない
と考えられる。
 ウイルス活性ならびにウイルスCPは、 接種
後1－2日目より検出された。 本実験ではそれ以
降について、 接種葉と接種リーフディスク組
織におけるウイルス増殖過程をウイルス全
RNA合 成、  ウ イ ル ス 活 性、  お よ び ウ イ ル ス CP合
成の経時変化を測定することにより比較検討』
した。 その結果、 ウイルス活性量とウイルス
全RNA量に関しては両試料においても、 一度ピ
ークに達した後再び増加するパターンを描い
た。 最初の増加期について接種後6日までのウ
イルス活性、 CP、 およびRNAの相対的な増加パ
ターンをグラフにまとめると、 CP合成に比べ
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ウイルス粒子の増殖やウイルス全RNA合成が先
行し、 増加の経緯：、がそれぞれで異なっていた
』（Fig。14）。 ウイルスの粒子形成がほぼ完了し
た4－6日後もCPは合成されることやウイルス
RNA量は第 2 の増加期で最初の増加期に比べ多
くなっていることから、 感染組織の中でウイ
ルスは粒子の他にフリーのRNAやCPなどさまざ
まな状態で多く存在していると考えられる。
Ehara（1966）は、 ウイルス活性’量の経時変化
に関する研究からリーフディスクに接種した
場合、 維管束を移行するウイルスを阻止する
事 で 第 二 の 増 殖 期 は 生 じ ず、  増 矩 量 は 一 頭 曲
線になると報告している。 本実験の結果、 葉
組織と、 リーフディスクの間にはいずれにお
いても二度目の増加が認められた。 これは、
維管束を移行するウイルスによるものではな
く、 リーフディスク内の組織において起きて
いる段階的な増殖であり、 ウイルスがさまざ
まな形で存在していることも1つの要因でな
いかと考えられる。
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Fig.14 Comparison of the time course of total CMV-O RNA, virus infectivi-
ty and coat protein in inoculated leaves. The maximum levels among the
6 days post inoculatien in Fig.12,13,14. were set as 1, respectively. o,
total CMV RNA ; e, virus infectivity; A, coat protein,
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3． CMV接種ササゲ葉組織におけるウイルス
   増殖の解析
 ウイルスは植物に対し、 全身感染する場合
と局部感染する場合があるが、 それはウイル
スと宿主の組み合わせによって決定される。
タバコの全身感染におけるCMV－0およびC団V－Y
の接種葉におけるウイルスの増殖性について
は前章で述べた。 一方、 ササゲに対しては、
CMVのサブグループ1に属すCMV－Lは全身感染
し、 CMV－Y，一〇の両系統は過敏感反応を伴う局
部感染をする。 本章ではササゲにおいて感染
タイプの異なるCMV－しとCMV－Y接種葉について
病徴およびウイルス増殖過程を解析し、 それ
．それの比較検討を行った。
3．l CMV－L接種ササゲの場合
3．1．1 病徴
一84一
 CMV－Lを、 完全に展開したササゲ初生葉に摩
擦接種し、 その質量を観察した。 Fig．15は、
接種後5日目のササゲ初生葉を示している。
CMV－Lを接種すると、 接種後4日目より径lmm
程度の黄色斑が現れ、 次第にそれが拡大した。
7日を経過すると接種葉全体が黄化し、 落葉
するものも認められた。 また上位葉にはモザ
イクが形成される。
3．1．2 接種葉組織でのウイルスゲノム合成
 CMV－L（500μg／ml）をササゲに1接種しウイル
スRNA各セグメ ン トの合成量の経時変動につい
て検討した。 すなわち、 接種後経時的にサン
プリングした試料から全RNAを抽出し、 2μgず
つ電気泳動後ノザンハイブリダイゼーション
を行った（Fig．16A）。 図では見にくいが、 接種
後12時間目からRNA各セグメントのバンドが検
出 さ れ、  以 降 バ ン ド が 濃 く な り、  RNA 3が 他 に
比べて濃いように思われた。 Fig．16Aを含め3
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Fig,15 Symptoms produced in CMV-inoculated cowpea(V7gna ungicu/ata
cv, kurodane-sanjaku) primary leaf. H,healthy leaf; L, lnoculated leaf with
CMV-L at 5days post inoculation,
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Fig,16 Time course of synthesis of CMV-L RNA segments in inoculated
cowpea leaves. (A) Autoradiogram of northern blots with RNA(2pglwell)
extracted frpm healthy(H) and inoculated leaves. (B) The relative levels of
RNA 1 (o), RNA 2(A), RNA 3(O) and RNA 4(+) quantitated from blots,
The maximum level of RNA 3 expressed was set as 1, Yellow chiorotic
lesion was expressed at 4 days post inoculation(Y).
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回の実験より得られたオートラジオグラフィ
ーの結果を基にRNA合成量を測定し、 接種後2
日目のRNA3の合成量を1として相対的なRNA合
成量の経時変化をグラフにした（Fig．16B）。 そ
の 結 果、  RNA各 セ グ メ ン ト と も 接 種 後 1乞時 間 目
より合成が始まり、 接種2－3日で最大に達し、
その後病徴が発現した4日目には減少した。
 また、 増殖期におい℃RNA各セグメントの合
成量を比較すると、 i接種後2日目ではRNAIが
RNA 3に比べ・わずかに多いが、 合成量の高い順
にRNA3，1，2，．4の順であると判定した。
 3．1．3 ウイルス全RNAとウイルス外被タン
    パク質の合成
 CMV－L接種葉におけるウイルス全RNA合成量
と ウイルスCP合成量の経時変化を比較した。
すなわち・ ウイルス全RNA量はFig・16より求め
た各RNAセグメント合成量を合わせた量を、 ウ
イルスCP量についてはエライザ法によって測
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定した量をそれぞれ最大量に対する相対的な
量として表した（Fig．17）。 ウイルス全RNA、な
らびにCP合成は、 と もに一頭曲線を描いたが、
CP合成のピークが、 ウイルスRNA合成のそれに
比 べ、  1 日 遅 れ て い る 事 が 示 さ れ た。  ま た、
外部病徴が現れる時期には、 CP量も減少して
いた。
3．1．4 考察
 本項では、 ササゲ接種葉に黄色斑をともな
う全身感染するCMV－Lを用いてウイルスゲノム
の合成とウイルスCPの合成の経時変化を調べ
た。
 CMV－Lをササゲに接種すると、 ウイルスRNA
各セグメントは接種12時間目より検出され、
合成量が高い順にRNA 3＞RNA I＞RNA 2＞
RNA 4であり、 接種後2－3日で最大になった。
CMV接種タバコ葉での感染初期におけるRNA各
セグメントの合成パターンと同様の傾向を示
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Fig.17 Comparison of the time course of total CMV-L RNA (0) and coat
protein (A) synthesis in inoculated cowpea Ieaves, The level of total CMV
RNA was determined by $umming the amounts of each RNA quantitated
from northern blots, The level of coat protein was determined by ELISA,
The maximum levels were set as 1, respectively. Yellow chlorotic lesion
was expressed at 4 days post inoculation(Y).
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した。 これは全身感染系でみられる共通の性
質であると考えられる。
 ウイルス全RNAとCPの合成パターンを比較す
ると、 RNA合成はCP合成に比べ先行する。 なお、
CPをコードするRNA 4の合成パターンについて
みてもCP合成に先行して合成が進む傾向にあ
る（data not shown）。 前章のCMV－0接種タバコ
葉組織や、 TMV接種タバコプロトプラストにお
いてもゲノムRNAに比べCPの合成が遅れる事が
示されている（Ogawa＆Sakai l984）。 ウイル
スゲノムが複製され、 続いてCPが合成される
様子は、 組織レベルにおいても同様であるこ
とがわかる。
 病徴発現とウイルス増殖の関係については、
C賊V－L接種ササゲ葉の場合、 増殖がピークを過
ぎ低下した後の接種4日目に黄色斑が発現し
た。  一 方、  CMV－Y接 種 タ バ コ 葉 の 場 合、  ウ イ ル
スの増殖期に、 黄色斑が発現している事が示
されており（Takahashi＆Ehara，1988）、 ウ
イルス増殖と黄色斑の発現時期の関係は、 ウ
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イルスと宿主の組み合わせによって異なると
考えられる。
 宿主の生理変動については、 これまでCMVと
同じククモウイルス群に属すPSVを用いて解析
さ れ、  ウ イ ル ス の 増 殖 に 伴 い、『 Poly（A） mRNA
合成の低下やクロマチンにおける非ヒストン
タンパクの変動が確認されている（中村，1P987）。
こ れ  ら の  研  究  は、   CMV－0，一Yに  よ  る サ サ  ゲ の 過
敏無反応に関する研究と比較検討することに
よってそれぞれの機構を解明するための重要
な基礎資料となっているが、 CMV－L接種ササゲ
葉における生理変動についてはほとんど研究
さ れ て お ら ず、  今 後 の 解 析 が 待 さ れ る。
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3．2 CMV－Y接種ササゲの場合
3．2．1 病徴およびウイルス外被タンパク質
   の合成
 CMV－Yを完全に展開したササゲ初生葉に摩擦
接 種 し た 場 合、  発 現 す る 病 徴 を Fig．18に 示 し
た。 CMV－Yを接種すると、 接種12時間後に表面
にくぼみが観察され、 その後その中心部から
褐暗し始め、 24時間後には全域が褐変化して
径0．5mm程度の壊死斑が形成された。 従っ て、
肉眼の観察による外部病徴の発現は接種後1
2時血目である。 病徴は接種葉のみ形成され
上位葉には現われなかった。
 CMV－Y（500μg／ml）をササゲの初生葉に接種
し、．ウイルスCPの増加量を経時的にエライザ
法によって測定した。 しかし、 すでにFig．17
に示したようにCMV－L接種葉では、 接種24時間
後よりウイルスCPが検出され、 2－3日でピーク
を迎えることが観察されたが、 CMV－Y接種葉で
         一93一
Y"st
    fi
-ss-
",･ -
ttt
 k:z;;"
:L:ts,
ecg. -
 -"ts}-,-,
Fig,18 Symptoms produced in CMV-inoculated cowpea(Vigna ungicu/ata.
cv, kurodane-sanjaku) primary leaf, Y, Inoculated [eaf with CMV-Y at 24
hour post inoculation.
-94-
は、  ウ イ ル ス CPは 検 出 さ れ ず、  検 出 限 界 以 下
で』?っ た。 CMV－0接種葉についても、 CMV－Y接
種の場合と同様にウイルスCPは検出されなか
った。 従ってCMV－L接種では接種葉でウイルス
が移行増殖するのに対し、 CMV－0，Y接種では、
宿主の過敏感反応にともない、 ウイルスの増
殖はほとんど抑制され局部感染することが示
された。
3．2．2 ウイルスゲノムの合成
 CMV－Y（500μg／ml）を接種したササゲの初生
葉を経時的にサンプリングし、 全RNAを抽出後
ノザン分析によりウイルスRNA各セグメント合
成の経時変化について検討した。．ウイルスCP
量がほとんど検出されなかったことから、 ゲ
ルの一ウエルあたりにロードできる最大量の
各全RNA，20μgを供試した。 Fig．19Aは、 ノザ
ンの結果の一例を示している。 ウイルスRNA各
セグメントのバンドは、 接種後8時問目より
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extracted from healthy(H) and inoculated leaves. (B) The relative levels of
RNA 1(a), RNA 2(A), RNA 3(O) and RNA 4(+) quantitated from blots. The
maximum level of RNA 3 expressed was set as 1, Necrotic locaHesion
was expressed at 12 hours post inoculation(V),
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Time course of synthesis of CMV-Y RNA segments in inoculated
     (A) Autoradiogram of northern blots with RNA(20pglwell)
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検出され、 12時間目にはかなち濃く反応し、
その後の強さはほぼ一定であった。 また、
RNA 3のバンドが1也のRNAに比べかなり濃く思
われた。 Fig．19Aの結果を含め3回の反復実験
より得られたバンドの面積をフライングスポ
ットスキャナーで測定し、 接種24時間目の
RNA 3のバンドの面積を1．0として相対的なウ
イノヒスRNAの合成量の経時変動をグラフに示し
た（Fig．19B）。 cMv－Y RNA各セグメ ン トは、 接
種後8－12時間の間に急激に増加し、 その
後それぞれの検出量は48時間日までほぼ一定
．ないしやや減少する傾向を示した。 また、 そ
の中で、 RNA 3の合成量が最も高く、 他のセグ
メントは、 RNA 3の合成量の1／3一．1／4程度で、
RNA 4，RNA I，RNA2の順に減少した。 この状態
は、・ウイルスゲノムの合成が止まってからも
変化がなかった。
3．2．3 考察
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 CMV－Yをササゲに接種すると接種後わずか
12時間後に局部壊死斑が観察され、 CMV－しの
場合とはまったく異なる反応が示された。 ウ
イルス増殖についても、 本法のエライザ法に
よるウイルス外被タンパク質の検出では、
CMV－しの場合増加が認められているがCMV－Yは
検出することができなかった。 これまで、 ウ
イルス活性が感染ササゲ葉抽出液を再度ササ
ゲに接種することで壊死斑形成直後からわず
1かに検出されていることから、 ウイルス増殖
は極めて抑制されているもののわずかには増
えていると考えられていた（Ehara，1979）。 し
かし、 検出限界に近い活性量であることから、
その実態については特に病徴発現前について
不明な点が多い。
 本実験では、 ノザンハイブリダイゼーショ
ンによってウイルスゲノムの検出を試みた結
果、  ウ イ ル ス ゲ ノ ム が 合 成 さ れ て い る の を 経
時的に確認することができた。 CMV－RNA各セ
グメントは、 接種後8時間目から数時間の間
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増加し、 接種後12－16時間目頃には合成が停止
，し た。  CMV－しの 増 殖、期 が 2か ら 3日 で あ る の に 比
べるとCMV－Yのそれは数時間ときわめて短い間
に終了することが示された。
 珊珊発現にともなうウイルス増殖について
みる’と、 外部考案が出現した接種後12時間
目の直前にウイルスRNA各セグメントの合成が
認められ、 病徴発現とほぼ同時にウイルスゲ
ノムの合成が停止していると考えられる。 一
’方、  CMV－Y，一〇と 同 じ く サ サ ゲ に 局 部 感 染 す る
CMV－Qを使ったウイルス増殖の経時変動につい
ての研究によると、 ササゲプロトプラストに
接種した場合接種後50時間までウイルスRNAが
合成されることが示されている（Gonda＆
Symons，1979）。本実験により得られた結果は、
プロトプラスト系とは異なり、 組織で見られ
る特徴的な性質であると思われる。
 ウイルスRNA各セグメントの合成量を比較
すると、 RNA 3の合成が他のセグメントに比べ
て高く、 RNA 3＞RNA 4＞RN』A l＞RNA 2の順で
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あった。 RNA 3が他のセグメントに比べて合成
が優位であることは、 これまで示してきたタ
バコーCMV及びササゲーCMV－しの組み合わせによ
る全身感染系でも同じである。 従って、 この
ような性質は宿主の違いに関係なく、 ウイル
ス増殖における基本的な性質であり、 RNA 3の
情報の中に、 これを優先的に合成させるよう
な因子があることを示唆している。 RNA 3に対
するRNA 1，2，4の合成の比率は、 1／3－1／4とか
なり抑えられており、 全身感染系に比べてそ
の差が大きいように考えられる。 しかし、 こ
・れが過敏感反応系における特徴的な性質であ
るのかについてはさらに解析が必要である。
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3。3 全身感染と局部感染におけるウイルス
   ゲノム合成の比較
 CMV－しとCMV－Y接種ササゲ葉組織におけるウ
イルス増殖の経時変化の大きな差異は、 とも
に接種後12時間目にウイルスRNAの合成が認
め ら れ た 後、  CMV－Lは そ の 後 も 合 成 が 続 く の に
対し、 CMV－YのRNA合成は直ちに停止するいう
点にみられた。 このことより、 接種葉組織に
おいて、 CMVは、 系統によって接種後12時間
口を境にして合成の様子がまったく異なって
いくと考えられる。 そこで、 それより前の合
威について、 すなわち接種12時間目までの
合成について直接比較検討した。
3．3．1 CMV各系統のウイルス活性検定
 各系統それぞれ紫外部吸光度測定による理
化学的な手法によって求めた一定の濃度に対
するウイルス活性に差がないかどうかについ
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て検討した。 ウイ1ルスの活性は、 通常局部感
．染宿主に接種しそこで発現した病斑数を測定
することによって決定される。 各系統の接種
源ウ．イルス精製試料50μg／mlをそれぞれアカ
ザの半弓に接種し葉について病斑数の比をと
ったところ、 CHV－しに対するCMV－Yの活性比は、
平均L15標準誤差0．12で．あり、 両系統におい
．て大きな差はないと考えられた。
3．3．2 ウイル、ス全RNAの合成
 ・CMV－Y，L（500μg／ml）をそれぞれササゲに接
種し、 接種24時間目まで経時的にサンプリ
ングし、 全RNAを抽出後20μgを変性後直接ナ
イロンフィルターにプロットし、 ドットプロ
’ット分析を行った。 プローブは、 CMVRNA各セ
グメントともほとんど共通の配列を持つ3’末
端から172bpのcDNAを調整し、 32Pでラベルし
てこれを用いた。 従って反応したスポットは、
ウイルスRNA各セグメ ン トの合計に等しい。
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Fig．20Aはドットプロットのオートラジオグラ
フィーを示して’いる。 各ウイルスならびに各
時間それぞれ4サンプルについてスポットを
切り抜きCherenkov測定分析によりRNA量を求
め、 平均しグラフにした（Fig．20B）。 その結
果、  CMV－Y接 種 葉 で は、  Fig．19の 結 果 と 同 様 に
、ウイルス全RNAは、 接種8時間．目より12時間
目にかけて合成が活発になった。 これに対し
CMV－L接幽嵭tでは、 i接種4時間目より徐々に増
加し、 8時間目ではCMV－Yのそれと有意な差が
認 め ら れ、  1 2 時 間 目 で は、  両 ウ イ1ル ス RNAと
も合成量がほぼ等しくなった。 しかしそれ以
降、 すなわち接種後14時間目と24時間目では、
CMV－Lは合成を続けたのに対しCMV－Yは、 合成
’が停止した。
3．3．3 考察
 感染初期のウイルスゲノムの発現は、 その
後のさまざまな宿主変動を導く誘導機構を解
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Fig,20 Comparison of the time course of total CMV RNA synthesis. (A)
Autoradiogram of a dot blot with RNA(20ptgldot) extracted from cowpea
leaves in inoculated with CMV-L(L) and CMV-Y(Y), respectively. (B) The
Ievels of total CMV RNA quantified by counting the radioactivity of spots
of (A) using Cerenkov radiation, O, in CMV-Y-inoculated leaves; A ,in
CMV-L-inoculated leaves.
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明する上で重要であり、 CMV－しとCMV－Yの’増殖
過程の差異を直接比較する事によって、 それ
ぞれの増殖過程の特異的な点を明確にする事
ができる。
 ドットプロットハイブリダイゼーションに
よりウイルスゲノムの合成量を経時的に測定
し た 結 果、  CMV－しの RNAは 接 種 後 4時 間 目 以 降 か
ら渾次合成が認められ’た． 一方、 CMV－Yは8時
．問目以降から急激に増加した。 このことから
CMV－しの合成が接種後早い時期から緩やかな合
成をするのに対し、 CMV－Yは壊死斑形成の直前
に急激な合成をすると考えられる。 また、
CMV－Yにおいて接種8時間より前にウイルス
RNAの合成が検出できないことも、 特徴的な性
質であると考えられる。
 以上のことから、 CMV二YRNA合成の経時変化
は、 接種後ウイルスの合成が認められない時
期、 続いて起こる合成が活発になる、時期、 そ
して合成が停止する時期の3つの時期（phase）
’に・分けることができると考えられる。 ササゲ
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における接種後12時四目までの解析は、特
にC赫V－Yによる壊死斑の外部病徴が接種後12
時間頃に見られる事から、 過敏感反応の誘導
機構を探る上で重要である。 これまでに報告
さ れ て い る 組 織 内 の ウ イ ル ス の 移 行、  組 織 の
形態的な変動や生理変動に関する研究と経時
的に合わせると次のようになった。
  最：初のphaseでは、 ウイルスRNAの合成は
検出できない。 しかし、 接種後表皮剥離や塩
酸処理を経時的に行い、 後に発現する病斑数
から組織内の移行について調べられている。
すなわちウイルス粒子とウイルス核酸接種の
比較から、 CMVは表皮細胞で脱外被に2時間を
要し、． 2時間断で二次感染組織細胞に移行す
る事が報告されている（Ehara＆Misawa，
1967，1975）。 さらに二次感染組織細胞から3
次以降の組織細胞へは接種後7時間で移行し、
この時期の感染細胞数は、 壊死斑形成細胞数
一の約9割を占めることが推定されている
（Ehara＆Misawa，1969）。 このようにウイル
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スゲノムの移行は認められるが、 合成は抑制
されると考えられる。
 次のphaseでは、 すなわち接種後8時間を経
過するとこれらの感染細胞に相当する柵状組
織細胞に一斉に異常がみられ、 萎縮する細胞
が観察される。 ウイルスRNAの急激な合成もこ
の時期に一致しており、 1，2，3次感染細胞群で
一斉に合成が始まり、 一斉に萎縮しているこ
．とを意味するのではないかと考えられた。 さ
らに接種後11時間を経過するとウイルス活
性がわずか．に検出され増加し始め（Ehara，
1979）、 1層2時間目頃には外部病徴が観察され
始ある。
 最後のphaseでは、 すなわち接種後14時間
を経過するとウイルスRNAの合成が停止し、 ウ
イルス活性の増加も停止する‘ iEhara，1979）。
’また、 新たに萎縮する細胞はなくなり、 萎縮
した細胞の褐変化が始まる（Misawa＆・Ehara，
1963）。 PRタンパク質はこの頃から増加し始め
る（Yoshikawa＆Ehara，1993）。 そして16時
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問目になると明瞭な壊死斑が形成されること
が形態的に観察される。 これらのことから、
細胞が萎縮から褐変化に至る数時間の間にし
か増殖されないことが示された。
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V 総合考察
 植物ウイルスの感染は、 全身感染と局部感
染に大別される。 典型的な局部感染は過敏感
反応を伴うもので、 感染部位の細胞が急激に
壊死し壊死斑が形成される。 感染部位が壊死
を伴わず退色し黄色斑を形成する場合は、 一
般にヴイルスはその部位にとどまらず全身に
移行増殖するので’S身感染とみなされる。 こ
のような感染のタイプはウイルスと宿主の組
み合わせにより決まるものであり、 ウイルス
の増殖過程に何らかの違いがあることも考え
られる。 本研究では、 感染型の違いを念頭に
おいて、 感染組織におけるウイルスゲノムの
合成過程を解析した。 すなわちタバコにおい
て全身感染するCMV－0，一Yの増殖性を検討し、
さらにササゲにおいて全身感染するCMV－しと局
部感染するCMV－Yの感染におけるウイルスゲノ
ムセグメント合成の特性を比較解析した。 こ
のように本研究は、 ウイルスゲノムセグメン
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トの合成との関連で感染型の特徴を把握しよ
うとした。
 以上の研究を始めるに当たり、 供試CMV系統
のゲノム各セグメントの塩基配列が明らかに
され、 同時にそれらの系統間比較がなされな
ければならない。 CMV－0についてはこれまでゲ
ノムRNA 2の塩基配列は不明であったのでその
決定をまず行った。 塩基配列を比較した結果、
CMV－YのRNA 2とは極めて高い98％の相同性が得
られた。 すでに決定されているRNAL3につい
ても同様にCMV－Yのそれらとの相同性は高い。
また、 同じくサブグループ1のCMV－Fnyとの比
較でも同様に高い。 一方、 サブグループIIの
CMV－Qとは相同性は低く、 PSV，TAVとはさらに
低い。 従って、 CMV－0とCMV－Yの両系統間につ
いてみれば、 生物学的反応性の違いを導くウ
イルスゲノムの因子が、 塩基、 ないしORFのア
ミノ酸配列のわずかな違いに限定されると考
えられる。 CMV－0に比べCMV－Yがタバコの上位
葉に激しいモザイクを誘導することは、 ウイ
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ルス外被タンパク質（CP）の129番目のアミノ酸
によって決定されることが最近明らかになっ
た（鈴木ら，1992）。 さらに接種葉における黄
色斑の発現に？いてもCPが関与していること
から同じアミノ酸であろうと考えられている
（Takahashi＆Ehara，1993）。 その他の反応性
の違いについては、 CMV－0の方がはるかに野外
での発生頻度が高いことや百日草に対する密
画の違い等が報告されているが（日高・都丸，
1960；都丸・日高，1960）、 ゲノムの配列の
違いが宿主の反応の違いにどのように関与し
ているのか今後さらに研究を進めなければな
らない。
 一 方、  同 じ く サ ブ グ ル 一 プ 1に 属 す CMV－しに
ついても、 最近全ゲノムセグメントの塩基配
列が明らかにされ、 CMV－0，Yと極めて類似して
いることがわかってきた（Karasawa，personal
communication）。 今後、 CMV－0，一Yの情報と照
らし合わせることによって違いを限定し、 特
に全身感染と局部感染を決定する因子が推定
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できると思われる。
 次にダバコあるいはササゲ接種葉における
CMVRNA各セグメント合成の経時変化について、
ウイルスRNAのcDNAをプローブとしてRNAハイ
ブリダイゼーション法により検討した。 それ
ぞれの感染のタイプの相違は感染の初期のウ
イルスー宿主相互作用によってすでに決定され
ると考えられる。 接種後48‘時間までについ
てみると、 CMV－0接種タバコ葉では、 RNA各セ
グメント合成量は、 RNA 3に続いてRNA 1か
RNA 2そしてRNA 4の順に多く合成されている
ことが示された。 また、 CMV－Y接種タバコにお
．いては、 合成量はRNA 3＞RNA I＞RNA 2＞
RNA 4の順であった。 さ らにCMV－L接種ササゲ
系においては、 増殖期の期間は、 タバコとサ
サゲの場合で異なっているが、 RNA3＞RNA l
＞RN．A 2＞RNA 4の順となった。 これらのこと
から、 全身感染の初期におけるC幣VRNA各セグ
メントの合成パターンは、 組織別やウイルス
の系統別に関わらず、 RNA 3の合成が優先し、
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RNA 4がもっとも遅れる点で一致していた。 ま
た、 局部感染系の．CMV－Y接種ササゲ葉において
もR’NA 3の合成が他のセグメン．gに比べ高く、
タバコのプロトプラスト系においてもRNA 3の
合成が他に比べて優先していることが示され
ている（Takana田i，θオ∂1．，1977）。 これらの
’ことから、 CMVには、 RNA 3を優先して合成す
るようなゲノムの情報が保存されており、 宿1
主の応答に関わらずそれが発現するものと考
えられる。
 CHV以外の文節ゲノム型ウイルスに関する報
告では、 cowpea chlorotic mottle virus
（CCMV）を同調的に感染させたササゲ葉におい
て、 RNA3，RNALRNA2の順に合成が始まり、
RNA 4の合成はもっとも遅れるが、 最終的には
RNA 4の合成量がもっとも多くなった（Dawson，
1978．）。 AIMや接種ササゲプロトプラストにお
いては、 最初にRNA 31，2の順にマイナス鎖が
合成され、 それからRNA 3，1，2、，4の順にプラス
鎖が複製され、 最終的に．はRNA 4の合成量がも
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つとも多くなることが示されている（Nassuth，
e孟∂1．，1983）。BMV接種バーレープロトプラ
ストでは、 RNA 1とRNA 2に遅れてRNA 3と
RNA 4が合成され最終的にはRN’A 4の合成がも
っとも多くなる（Loesch－Fry＆Hall，1980）。
一 方、  タ バ コ の プ ロ ト プ ラ ス ト で は、  CCMVや
BMVはRNA 3の合成量が他のRNAに比べ’ﾄ優位で
あることが示されている（Bancroft，θオa1．，
1975）。 このようにウイルスRNA各セグメ ン ト
・の合成量やその経時的変化は一定ではないと
考えられる。 またこれらの合成の経緯の相違
は・ ウイルス・ 宿主の組み合わせの違いだけ
でなく、 実験方法や実験系に負う点’もあるこ
とから、 それらの結果がどのような意義を持
つのかについてはさらにデータの積み重ねが
必要であろう。
 局部感染と全身感染について、 すなわちサ
廿ゲの初生葉におけるCMV』一YおよびCMV－しのウ
イルス増殖には、 CMV－しの全RNAが接種4－6時間
目より逐次合成するのに対し、 CMV－Y全RNAは
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それより遅れて8時間目頃から一時的に急激
に合成し、 さらにすぐ後の12－14時間目には停
止するという相違が認められた。 この違いに
ついてCMV－Y感染による壊死斑形成過程と照し
合わせると、 宿主側の変動として始めて観察
される細胞の萎縮の時期にウイルスRNA各セグ
メントが合成され、 細胞の壊死化とほぼ同時
に合成が停止している（Misawa＆Ehara，1963）。
従ってCMV－Yのゲノム合成は壊死斑形成と密接
な関係にあることが考えられる。 さらにそれ
より前の時期については、 CMV－YRNAの合成は
CMV－しとの比較から抑制されていると考えられ
る。 しかしその違いが過敏感反応にどのよう
に関与しているのかについては不明である。
 以上のように染葉におけるウイルス増殖機
構について感染初期のウイルスゲノム合成を
中心に解析し、 タバコおよびササゲにおいて
その反応性の違いに関係なく基本的にCMVゲノ
ム各セグメントの合成の経緯は類似している
ことが明らかとなった。 またササゲについて、
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CMV－しによる全身感染とCMV－Yによる過敏感反
応による局部感染とでは、 前者では逐次ウイ
ルス全RNAが増加するのに比べ後者は増殖開始
に遅れを生じるという違いがあることも明ら
かとなった。 こ．れらの増殖パターンがその後
の感染にどのように関与していくかを明らか
にするためには、 ウイルスゲノムの持つORFか
らのタンパクの発現についての量的、 時間的
相互関係を明らかにする必要があるだろう。
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VI 摘要
 キュウリモザイクウイルス（CMV）染植物にお
けるウイルス増殖性を明らかにする事を目的
としウイルスゲノムの各セグメントとの葉組
織内増殖について解析した。 まず供試CMV系統
のゲノム構造の相違について検討し、 ‘ついで
タベコ（”・重∂わ∂c囲L・cv・ky『57）1こ対するCMV
普通系統（CMV－0）および黄斑系統（CMV－Y）の全
身感染、 ササゲ（γ1εη∂ση810σ1∂t∂cv．
Kurodane－sanjyaku）に対するCMVマメ科系統
．（CMV－L）の全身感染とCMV－Yの局部感染につい
てウイルスゲノムセグメント合成の経時変化
を調べ、 それぞれの感染型におけるウイルス
ゲノム・合成の共通性と相違点を明らかに』した。
1． 供試CMV－0の未決定であっえゲノムセグ
メントについて、 RNA 2の塩基配列を決定した。
これにより本ウイルスの全ゲノムセグメント
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の塩基配列が明らかになった。 CMV－ORNA2
は、 85ntの5’@non－coding regionに続いて2，
571ntのORFが存在し、 393nt．の3’non－
coding regionが続く全長3，049ntから成って
いた。 ORFは、 分子量96，777、 857アミノ酸か
らなる2aタンパク質をコードしており、 RNAポ
リメラーゼのコンセンサスシーケンスエレメ
ントが保存されていた。
 他のククモウイルス群のRNA 2の塩基配列と．
の相同性を比較したところ、 PSV，TAVと「はそれ
ぞれ59．8％，59．0％、 CMVサブグループIIのCMV－
Qとは71．4％であった。 これに対し、 サブグル
ープ1に属すCMV－YやCMV－Fnyとは極めて高い
98．0－99．4％の相同性を示し、 わずか・の違いは
5’側から60－65番目に塩基置換や欠損が集中し
ている他は全域に散在した。 また、 ORFのアミ
ノ酸配列のレベルではさらに相同性が高くな
った。 CMV－しについてもサブグループ1の間の
相同性と同じように極めて高いと、考えられる。
 CMV－O RNA 1，3のnon－coding regionと比較
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した結果・ 5’・・n－c・di・g・egi・・｝こつ．いては
RNA 1とRNA 2との間に72％の相同性がみられた
が、．そのほかの組み合わせでは50％以下で相同
性は低かった。 3’non－coding regionについ
ては、 3’末端側は極めて相同性が高く、 5’側
に進むにつれて塩基の違いが若干認められた。
・これらの違いは、 系統間にみられる生物学的
反応性の違いやゲノムセグメント間の合成の
特性の違いに関与していると考えられた。
2．’ @タバコの接種葉に無病徴の全身感染する
CMV－0の増殖の経時変化について検討した結果、
接種後48時間までの感染初期においてウイル
スRNA各セグメントは、 一次感染’組織の表皮
紐 織、  お よ び 葉 肉 組 織 並 び に リ 一 フ デ ィ ス ク
でも、 RNA 3合成量がもっとも高く、 次いで
RNA IあるいはRNA2が続き RNA 4の合成量は
も っ と も 低 か っ た。
 ウイルス全RNAの合成量およびウイルス活’性
（粒子）量は接種後4日目頃にピークを迎え
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その後再び増加し、 組織の中で段階的な増殖
が認められた。 一方ウイルス外被夕、ンパク質
（CP）は7日頃まで増加を続け、 増加のパター
ンが異なっていた。 また接種リーフディスク
においてもそれぞれ．の増加パターンと同様の
傾向を示した。
 接種葉タバコに黄色斑を形成するCMV－Yにつ
いても、 RNA 3の合成量がもっとも高’〈、 つい
で．RNA 1＞RNA 2と続きRNA 4の合成量がもっと
も低い結果が得られた。 ウイルスの系統の違
いによらずタバコの組織に布いてはほとんど
同じパターンでウイルスゲノムが合成される
と考えられた。
3．  ササゲの接種葉に黄色斑を形成し全身感
染するCMV－しの増殖を解析した結果、 ウイルス
の各ゲノムセグメントは、 接種後12時面目よ
り検出されRNA 3＞RNA I＞RNA 2＞RNA 4の順に合
成量が高く、 接種2から3日で最大に達した。
ウイルスCP合成のピ・一クは、 ウイルス全RNA合
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成のピークにやや遅れる傾向が認められた。
ウイルス増殖期の期間はタバコの組織の場合
に比べ早くピークに達したが・ ゲノムセグメ
ントの合成パターンは類似していた。
4． C雌V－Y接種ササゲにおける過敏感反応に
よる局部感染でのC醒V－Yの増殖過程を解析した。
エライザ法によってウイルスCPを測定したが、
ほとんど検出されなかった。 一方RNA各セグメ
ントは接種後8時間から急激に増加し、 外部病
徴が現れた12－14時間目には合成が停止した。
RNA各セグメ ン トの合成量を比較すると、
RNA 3の合成量が他のセグメントに比べかなり
多く、 RNA 4， RNA I， RNA 2の順に低下した。
RNA 3の合成が優勢であることは、 宿主の応答
の違いに影響されることなく、 ウイルス側が
持つ固有の反応であると考えられた。
5． ササゲにおけるCMV－しとCMV－Yの全RNA合成
を比べると、 CMV－しの全RNAは接種後4時間目頃
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から．徐々に増加が認められ・ CMV－YはCMV－しに
比べ遅れて合成が始まり比較的短時間の間に
急激に合成された。 このことからウイルスゲ
ノムの合成の経緯が感染の初期から異なると
考えられた。
 以上のことから、 本実験に供試したCMV－0，
一Y，一しの3系統はゲノム構造が極めて類似して
いるが、 宿主組織別ならびにその反応性の違
いによ っ てゲノ ムRNA各セグメ ン トの合成期の
期間は大きく異なっていることが明らかにな
った。 また各セグメント別の合成パターンは、
感染初期において移行タンパク質とCPをコー
ドするRNA 3の合成量がもっとも高い点で基本
的にi類似していることが明らかに参った。
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